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权 利 


1. 一 种 三 维 工程 化 生物 学 肾 小 管 模型 ,其 包括 : 


a. Ëf | 


HJ 12 


日 织 层 ,所 述 肯 间 i 2 


织 层 具 有 顶端 表面 和 基底 外 侧 表面 
昌 织 层 , 所 述 肾 上 皮 组 织 
晶 织 层 的 顶端 表面 直接 接触 ,或 者 通过 细胞 外 基 


b. F z 21 
Pf [a] ДД 2 


;和 


分 隔 开 ,以 形成 三 维 工程 化 生物 学 肾 小 管 模型 ; 


其 中 : 


На 8Р4 


要 k Ë 


HAEA A БЕЛШШ, 


质 与 所 述 


所 述 肯 上 皮 组 织 层 绑 盖 所 述 骨 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 的 50% 以 上 ， 


FTIR БА ЖЕ 
组 织 层 中 ,并 且 
所 述 肾 间 质 组 


四 胞 和 内 皮 细 胞 以 50:50 的 成 纤维 旨 


所 述 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 是 存在 于 所 述 骨 间 质 组 织 层 的 仅 有 的 细胞 。 


2. 根 据 权 利 要求 1 所 
有 的 细胞 。 
3. 根 据 权利 要 求 1 所 述 
中 仅 有 的 细胞 。 
4. 根 据 权 利 要 求 3 所 
肾 功能 的 疾病 的 受 试 者 。 
5. 根 据 权 利 要 求 3 所 
性 肾病 的 受 试 者 。 
6. 根 据 权 利 要 求 3 所 
病 的 受 试 者 。 


述 的 肾 小 管 模型 ， 


的 肾 小 管 模型 ， 


= 


述 的 肾 小 管 模型 ,其 中 所 


述 的 肾 小 管 模型 ,其 中 所 


述 的 肾 小 管 模型 ,其 中 所 


其 中 肾 小 管 上 皮 


7. 根 据 权 利 要 求 1 所 述 的 肾 小 管 模 型 ,其 中 所 述 肾 


8 .根据 权利 要 求 1 所 述 的 


B 


小 管 模型 ,其 中 所 述 肾 


9. 根 据 权 利 要 求 1 所 述 的 肾 小 管 模型 ,其 中 АЧУ 


10. 根 据 权 利 要 求 1 所 述 


续 接 触 。 


11 .根据 权利 要 求 1 所 
顶端 表面 接触 并 履 盖 70% 

12. 根 据 权利 要 求 1 所 
顶端 表面 接触 并 履 盖 90% 

13. 根 据 权 利 要 求 1 所 
另 一 个 
14. 根 据 权 利 要 求 1 所 
ж 
15. 根 据 权 利 要 求 1 所 
另 一 个 细胞 形成 紧密 


述 崩 上 皮 组 织 层 的 


RE EARE 


述 崩 上 皮 组 织 层 的 


的 肾 小 管 模型 ,其 中 所 


述 的 肾 小 管 模型 ,其 中 所 
以 上 。 
述 的 肾 小 管 模型 ,其 中 所 
以 上 。 
述 的 肾 小 管 模型 ,其 中 所 
细胞 形成 紧密 连接 。 

述 的 肾 小 管 模型 ,其 中 所 
细胞 形成 紧密 连接 。 


ep 
| 


述 的 肾 小 管 模型 ,其 中 所 
连接 。 


细胞 是 所 述 


L. 


L 2 
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其 中 所 述 肯 间 质 组 


KBE ERAM, HEA Bi ЕЛ 21 与 所 述 
术 肾 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 


四 胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存 在 于 所 述 肾 间 质 


织 层 或 肯 上 皮 组 织 层 中 的 任 一 者 为 至 少 30 体 积 兴 的 活 细胞 ;并 且 其 中 ， 


肾 上 皮 组 织 层 中 仪 


其 中 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 是 所 述 骨 上皮 组 织 层 


述 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 分 离 自 患 有 影响 


述 原 代 则 小管 上 皮 细 胞 分 离 自 患 有 多 圳 


述 原 代 骨 小 管 细胞 分 离 自 患 有 II 型 糖尿 


На t ЖР HB ЯНДЫ. 
Gs 


日 织 层 与 所 


#65) 


+4 


田 胞 的 至 少 50% 与 所 


组 织 层 中 细胞 的 至 少 70%% 与 所 


日 织 层 中 细胞 的 至 少 90% 与 所 


16 .根据 权利 要 求 1 所 述 的 骨 小 管 模 型 ,其 中 所 述 骨 小 管 模 型 的 厚度 在 50 和 500uhm 之 间 。 


17 .根据 权利 要 求 16 所 
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述 的 肾 小 管 模型 ,其 中 所 述 肾 小 管 模型 为 100hm 厚 。 
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18 .根据 权利 要 求 1 所 述 的 肾 小 管 模型 ,其 中 所 述 肯 上 皮 组织 层 还 包含 挤 出 化 合 物 。 

19 .根据 权利 要 求 1 所 述 的 明 小 管 模 型 ,其 中 所 述 肯 间 质 组 织 层 还 包含 挤 出 化 合 物 。 

20. 根 据 权 利 要 求 1 所 述 的 明 小 管 模型 ,其 中 所 述 模型 在 使 用 时 不 含 预 先 形成 的 文 架 

21 .根据 权利 要 求 1 所 述 的 红 小 管 模型 ,其 中 所 述 肾 成 纤维 细胞 .内皮 细胞 和 肾 小 管 上 
皮 细 胞 是 哺乳 动物 细胞 。 

22. 根 据 权 利 要 求 1 所 述 的 肾 小 管 模 型 ,其 中 所 述 骨 间 质 组 织 层 或 明 上 皮 组 织 层 中 的 任 
一 者 为 至 少 70 体 积 % 的 活 细胞 。 

23 .根据 权利 要 求 1 所 述 的 肾 小 管 模 型 ,其 中 所 述 骨 间 质 组 织 层 或 肯 上 皮 组 织 层 中 的 任 
一 者 为 至 少 90 体 积 % 的 活 细胞 。 

24 .根据 权利 要 求 1 所 述 的 凤 小 管 模型 ,其 是 平面 的 。 

25 .根据 权利 要 求 1 所 述 的 肾 小 管 模型 ,其 具有 均匀 的 厚度 。 

26. 根 据 权 利 要 求 1 所 述 的 红 小 管 模型 ,其 包括 至 少 一 种 生物 打印 的 组 分 。 

27. 如 权利 要 求 26 所 述 的 肾 小 管 模 型 ,其 包括 至 少 一 种 通过 挤 出 生物 打印 的 组 分 。 

28 .根据 权利 要 求 1 所 述 的 肾 小 管 模型 ,其 还 包括 生物 相 容 性 膜 。 

29 .根据 权利 要 求 28 所 述 的 肾 小 管 模 型 ,其 还 包括 孔径 大 于 0.4um 的 生物 相 容 性 膜 。 

30. 根 据 权 利 要 求 28 所 述 的 肾 小 管 模型 ,其 还 包括 孔径 为 am 的 生物 相 容 性 膜 。 

31 .多 个 根据 权利 要 求 1 所 述 的 肾 小 管 模型 ,其 被 配置 为 形成 阵列 。 

32. 根 据 权 利 要 求 31 所 述 的 多 个 肾 小 管 模型 ,其 被 配置 为 允许 每 个 肾 小 管 模型 之 间 的 
间隔 在 20nm 和 100bm 之 间 。 

33 .一 种 制造 三 维 工程 化 生物 学 肾 小 管 模 型 的 方法 ,所 述 方法 包括 ; 

a. 制 备 肾 间 质 生物 墨 ,其 中 凤 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 是 所 述 凤 间 质 生物 墨 中 存在 的 仅 
有 的 细胞 ; 

b. 制 备 崩 上 皮 生 物 墨 ,所 述 上 皮 生 物 墨 包含 肾 小 管 上 皮 细 胞 ; 

c. 沉 积 所 述 肾 间 质 生物 墨 和 所 述 肾 上 皮 生 物 墨 ,使 得 所 述 肾 间 质 组 织 生物 墨 形成 具有 
顶端 表面 和 基底 外 侧 表 面 的 肾 间 质 组 织 层 , 并 且 所 述 凤 上 皮 生 物 黑 与 所 述 凤 间 质 组 织 层 的 
顶端 表面 接触 沉积 ;和 

d. 使 沉积 的 生物 墨 在 细胞 培养 基 中 成 熟 以 使 细胞 粘 附 来 形成 三 维 工程 化 生物 学 肾 小 
管 模型 ， 

其 中 : 

所 述 皮 上皮 生 物 墅 形成 覆盖 所 述 肾 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 的 50% 以 上 的 层 ， 

所 述 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 50:50 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存在 于 所 述 肾 间 质 
生物 墨 中 ,并 且 所 述 肾 间 质 生物 墨 为 至 少 30 体 积 % 的 活 细 胞 。 


34. 根 据 权 利 要 求 33 所 述 的 方法 ,其 中 明 小 管 上 皮 细 胞 是 所 述 肯 上 上皮 生物 墨 中 仅 有 的 
细胞 。 

35. 根 据 权 利 要 求 33 所 述 的 方法 ,其 中 原 代 明 小 管 上 皮 细 胞 是 所 述 肯 上 皮 生物 墨 中 仅 
有 的 细胞 。 

36. 根 据 权利 要 求 35 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 原 代 骨 小 管 上 皮 细 胞 分 离 自 患 有 影响 骨 功 
能 的 疾病 的 受 试 者 。 

37. 根 据 权利 要 求 35 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 原 代 骨 小 管 上 皮 细 胞 分 离 自 患 有 多 宫 性 骨 


3 


CN 107002033 B 8 
病 的 受 试 者 。 
38 .根据 权利 要 求 35 所 述 的 方法 
病 的 受 试 者 。 
39 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 
40. 根 据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 
41 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 


42. 根 据 权 利 要 求 33 所 述 的 方法 ， 


积 。 


43 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 ， 


的 顶端 表面 的 70% 以 上 的 层 。 


44 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 ， 


的 顶端 表面 的 90% 以 上 的 层 。 


DH 


45. 根 据 权 利 要 求 33 所 述 的 方法 ,其 


上 细胞 形成 紧密 连接 。 


田 胞 形成 紧密 连接 。 


= 
Ч 
AAAS 


HAIEN A ЖОЖ 
48 МЕО ЗЗР 271, 3 
49 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 
50 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 
51 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 
52 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 , 志 
53. 根 据 权 利 要 求 33 所 述 的 方法 
是 哺乳 动物 细胞 。 
54. 根 据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 
沉积 后 形成 平面 层 。 
55. 根 据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 
56. 根 据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 ， 


= 
у 


Е. 
57. 根 据 权 利 要求 33 所 述 的 方法 ， 
的 生物 相 容 性 膜 上 。 
58 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 ， 
物 相 容 性 膜 上 。 
59. 根 据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 , 志 
60. 根 据 权 利 要 求 33 所 述 的 方法 


46. 根 据 权 利 要 求 33 所 述 的 方法 ， 


47 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 ,其 
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,其 中 所 述 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 分 离 自 患 有 II 型 糖尿 


,其 中 所 述 肾 上 皮 生 物 黑 包含 凤 细 胞 癌 细 胞 。 

,其 中 所 述 皮 上皮 生 物 墨 以 单 层 沉 积 

,其 中 所 述 峭 间 质 组 织 生物 墨 以 单 层 沉积 

其 中 所 述 肾 上 皮 组 织 层 与 崩 间 质 组 织 层 连续 接触 沉 


其 中 所 述 肾 上 皮 生 物 黑 形成 履 盖 所 述 肾 间 质 组 织 层 


其 中 所 述 肯 上 皮 生物 墨 形成 覆盖 所 述 骨 间 质 组 织 层 


中 肾 上 皮 层 的 崩 上 上皮 细胞 的 至 少 50% 与 其 它 崩 上 


其 中 肾 上 皮 层 的 肾 上 皮 细胞 的 至 少 70% 与 其 它 皮 上 


中 肾 上 皮 层 的 崩 上 上皮 细胞 的 至 少 90% 与 其 它 上 月 上 


其 中 所 述 肯 小 管 模 型 的 厚度 在 50 和 500hm 之 间 。 
,其 中 所 述 凤 小 管 模 型 为 100hm 厚 。 
,其 中 所 述 肯 上 皮 生 物 墨 还 包含 挤 出 化 合 物 。 
,其 中 所 述 肯 间 质 生物 墨 还 包含 挤 出 化 合 物 。 
其 中 所 述 模型 被 制造 为 不 含 预先 形成 的 支架 
,其 中 所 述 肾 成 纤维 细胞 内皮 细胞 和 肾 小 管 上 皮 细 胞 


,其 中 所 述 肾 间 质 生物 墨 或 肾 上 皮 生物 墨 中 任 一 者 在 


о 
还 包括 将 所 述 骨 间 质 生物 墨 沉积 到 生物 相 容 性 腊 


还 包括 将 所 述 凤 间 质 生物 墨 沉 积 到 孔径 大 于 0.4um 


还 包括 将 所 述 肾 间 质 生物 墨 沉积 到 孔径 为 1um 的 生 


其 中 三 维 工程 化 生物 学 肾 小 管 模型 沉积 以 形成 阵列 。 
,其 中 三 维 工程 化 生物 骨 小 管 模 型 沉积 以 形成 阵列 ,所 


述 阵 列 被 配置 为 允许 每 个 肾 小 管 模型 之 间 的 间隔 在 20pm 和 100pm 之 间 。 


61 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 
62 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 , 


,其 中 所 述 骨 间 质 生物 墨 为 至 少 70 体 积 %% 的 活 细胞 。 
其 中 所 述 骨 间 质 生物 墨 为 至 少 90 体 积 %% 的 活 细胞 。 
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63 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 明 间 质 生物 墨 通过 挤 出 生物 打印 来 沉积 

64. 根 据 权 利 要求 33 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 肾 上 皮 生 物 黑 通过 喷 墨 生物 打印 来 沉积 

65 .根据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 悄 小 管 模型 的 任何 层 在 体外 培养 3 天 后 的 培 
养 物 中 是 具有 活力 的 。 

66. 根 据 权利 要 求 33 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 凤 小 管 模型 的 任何 层 在 体外 培养 10 天 后 的 
培养 物 中 是 具有 活力 的 。 

67 .一 种 评估 治疗 剂 的 肾 毒 性 的 方法 ,所 述 方法 包括 : 
a. 制 备 肾 间 质 生物 墨 ,其 中 肾 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 是 所 述 肯 间 质 生物 墨 中 存在 的 仅 
有 的 细胞 ; 

b. 制 备 峭 上 皮 生 物 黑 ,所 述 上 皮 生 物 墨 包含 肾 小 管 上 皮 细 胞 ; 
c. 沉 积 所 述 间 质 生物 墨 和 所 述 上 皮 生 物 墨 ,使 得 所 述 肾 间 质 组 织 生物 墨 形成 具有 顶端 
表面 和 基底 外 侧 表面 的 肾 间 质 组 织 层 , 并 且 所 述 皮 上 皮 生 物 墨 与 所 述 明 间 质 组 织 层 的 顶端 
表面 接触 沉积 ;和 

d. 使 沉积 的 生物 墨 在 细胞 培养 基 中 成 熟 以 使 细胞 粘 附 来 形成 三 维 工程 化 生物 学 肾 小 
FARAI; 

e. 使 治疗 剂 与 构建 体 接 触 ; 

f .测量 崩 小 管 上 皮 细 胞 的 活力 或 功能 
о 5 评估 治疗 剂 的 肾 毒 

其 中 : 

所 述 凤 上 皮 生 物 墨 形成 覆盖 所 述 肾 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 的 50% 以 上 的 层 ， 

所 述 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 50:50 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存 在 于 所 述 肾 间 质 
生物 墨 中 ,并且 所 述 骨 间 质 生物 墨 为 至 少 30 体 积 %% 的 活 细胞 。 

68 .根据 权利 要 求 67 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 间 质 生 物 墨 通过 挤 出 生物 打印 来 沉积 

69 .根据 权利 要 求 67 所 述 的 方法 ,其 中 所 述 上 皮 生 物 墨 通过 喷 墨 生物 打印 来 沉积 

то 根据 权利 要 求 67 所 述 的 方法 ,其 中 间 质 或 上 皮 生 物 黑 还 包含 治 疗 性 分 子 或 物质 。 
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工程 化 | SEE, Z 其 阵列 及 其 制 | 备 方法 


[0001] ”相关 申请 的 交叉 引用 
[0002] ”本 申请 要 求 于 2014 年 10 月 6 日 提交 的 美国 专利 申请 62/060,416 和 2015 年 3 月 30 日 
提交 的 美国 专利 申请 62/140,285 的 优先 权 ,将 其 全 部 公开 内 容 通过 引用 并 入 本 文 。 


背景 技术 
[0003] “将 新 药 推 疝 市 场 的 全 部 成 本 -从 发 现 到 临床 试验 到 批准 - 通 第 是 数 亿 甚至 数 十 亿 
美元 。 这 部 分 是 т a i EE 有 效 和 安全 。 肾 毒性 是 临床 试验 
阶段 药物 消耗 的 主要 原因 ,该 毒性 的 主要 部 位 在 近 端 小 管内 。 


发 明 内 容 
[0004] ”目前 的 体外 肾 毒 性 模型 如 单 层 上 皮 细 胞 和 体内 模型 如 活 的 吴 齿 动物 (live 
rodents) ,不 能 有 效 预 测 药物 在 人 体 中 的 作用 、 毒 性 或 代谢 。 例 如 ,常规 的 肾 细 胞 培养 模型 
缺乏 天 然 组 织 的 复杂 性 ,因此 具有 有 限 的 预测 组 织 水 平反 应 的 能 力 。 此 外 ,临床 前 动物 试验 
的 预测 潜力 受 限于 人 与 动物 肾 功 能 之 间 的 物种 特异 性 差异 ,包括 对 损伤 的 敏感 性 差异 。 需 
的 是 具有 天 然 样 组 织 结构 的 工程 化 月 组 织 模型 ;具体 为 ,具有 空间 组 织 的 细胞 以 重 现 小 
管 间 质 组 织 界面 的 层 状 结构 的 组 织 模型 .这 种 工程 化 的 肾 组 织 模型 将 更 能 预测 人 的 体内 反 
应 ,并 且 可 用 于 建 模 肾 毒性 , 建 模 肾脏 疾病 (例如 多 塞 肯 病 、 感 染 性 疾病 .自身 免疫 性 疾病 、 
纤维 化 和 由 高 血压 或 糖尿 病 引 起 的 慢性 肯 脏 疾病 ) ,和 建 模 运 输 (例如 ,大 分 子 的 分 泌 和 /或 
摄取 ) 。 
[0005] ”本 文 描 述 的 工程 化 组 织 代表 肾 小 管 间 质 界面 的 模型 ,其 中 人 肾 间 质 组 织 支 持 人 肾 
近 端 小 管 上 皮 细 胞 以 促进 其 最 佳 形 态 和 功能 。 创 建 三 维 小 管 间 质 界面 有 助 于 代谢 所 需 的 药 
物 转运 蛋白 和 受 体 的 正确 定位 ,以 便 准确 地 研究 小 分 子 、 化 学 物质 、 污 染 物 或 生物 制剂 是 如 
何 影响 肾 近 端 小 管 的 ,这 代表 三 维 单 层 的 人 或 犬 骨 上皮 细胞 的 更 生理 学 相关 的 替代 物 , 并 
HHA (或 在 某 些 情况 下 ) 蔡 代 其 中 肾 功能 的 物种 差异 阻碍 结果 的 解释 的 动物 研究 的 辅助 
物 。 
[0006] “本文 所 述 的 工程 化 组 织 提供 了 精确 研究 化 合 物 如 何 影响 明 近 端 小 管 的 机 会 ,以 及 
建 模 涉及 小 管 运输 ,细胞 -细胞 相互 作用 ,和 例如 可 能 发 生 在 慢性 肾脏 疾病 、 多 圳 性 肾脏 疾 
病 或 II 型 糖尿 病 的 肾 小 管 间 质 纤维 化 发 展 的 致 病 过 程 。 
[0007] ”本文 提供 三 维 工程 化 生物 学 肯 小 管 模型 ,其 包括 : 肾 间 质 组 织 层 ,所 述 肯 间 质 组 织 
aa 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 ;和 肾 上 皮 组 织 层 ,所 述 肯 上 皮 组 织 包含 肯 小 管 上 皮 细 胞 ,所 
述 骨 上 皮 组 织 与 所 述 肾 间 质 组 织 层 接触 形成 三 维 工程 化 生物 学 肾 小 管 模型 ;条 件 是 所 述 间 
质 组 织 包含 间 质 生物 黑 (bio-ink) ,所 述 上 皮 组 织 包 含 上 皮 生 物 墨 ,并 形成 三 维 工程 化 生物 
学 骨 小 管 模 型 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 组 织 层 具有 顶端 表面 和 基底 外 侧 表面 。 在 某 
些 实施 方案 中 ,所 述 肯 上 皮 组 织 层 与 所 述 崩 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 接触 。 在 某 些 实施 方案 
中 ,所 述 明 上 皮 组 织 层 基 本 上 由 肾 小 管 上 皮 细 胞 组 成 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 上 皮 组 织 
层 基本 上 由 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 组 成 .在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 分 离 
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自 患 有 影响 肾 功能 的 疾病 的 受 试 者 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 原 代 骨 小 管 上 皮 细 胞 分 离 自 
ma S Rit'i РЫК. 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 原 代 肾 小 管 细胞 分 离 自 患 有 II 型 糖尿 
病 的 受 试 者 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 上 皮 组 织 层 包 含 肾 细 胞 癌 细 胞 .在 某 些 实施 方案 
中 ,所 述 肯 上 皮 组 织 层 实 质 上 是 单 层 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 组 织 层 实质 上 是 单 
层 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 皮 上 皮 组 织 层 与 所 述 肾 间 质 组 织 层 连 续 接 触 .在 某 些 实施 方案 
中 ,所 述 凤 上皮 组 织 层 与 所 述 肾 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 接触 并 覆盖 50% 以 上 ,在 某 些 实施 
方案 中 ,所 述 上 肾 上 皮 组 织 层 与 所 述 肾 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 接触 并 覆盖 70% 以 上 ,在 某 些 
实施 方案 中 ,所 述 肾 上皮 组 织 层 与 所 述 肾 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 接触 并 有 覆盖 90% 以 上 ,在 
某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 上 皮 组 织 层 中 细胞 的 至 少 50% 与 所 述 肯 上 皮 组 织 层 的 另 一 个 细胞 
形成 紧密 连接 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 吧 上 皮 组 织 层 中 细胞 的 至 少 70%% 与 所 述 肾 上 皮 组 
织 层 的 另 一 个 细胞 形成 紧密 连接 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 上 皮 组 织 层 中 细胞 的 至 少 
90% 与 所 述 肾 上 皮 组 织 层 的 另 一 个 细胞 形成 紧密 连接 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 小 管 模 
度 在 50 和 500um 之 间 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 小 管 模型 为 约 100um 厚 。 在 某 些 实施 
案 中 ,所 述 肾 上 皮 组 织 层 还 包含 挤 出 化 合 物 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 成 纤维 细胞 和 内 皮 
o 5 至 约 5:95 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存 在 于 所 述 肾 间 质 组 织 层 中 ,在 某 些 
实施 方案 中 ,所 述 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 约 75:25 至 约 25:75 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 
比 存 在 于 所 述 肾 间 质 组 织 层 中 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 约 60:40 
至 约 40:60 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存在 于 所 述 明 间 质 组 织 层 中 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 
所 述 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 约 50:50 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存在 于 所 述 肾 间 质 组 
织 层 中 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 | 间 质 组 织 层 还 包含 分 泌 细胞 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 
肾 间 质 组 织 层 还 包含 免疫 细胞 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 组 织 层 还 包含 挤 出 化 合 物 。 
在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 组 织 层 包 含 皮 小 球 细 胞 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 模型 在 使 
用 时 基本 上 不 含 预先 形成 的 支架 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 成 纤维 细胞 .内皮 细胞 和 肾 小 
管 上 皮 细 胞 是 哺乳 动物 细胞 .在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 明 间 质 组 织 层 或 皮 上 皮 组 织 层 中 的 
任 一 者 为 至 少 30 体 积 %% 的 活 细 胞 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 组 织 层 或 肾 上 皮 组 织 层 
中 的 任 一 者 为 至 少 70 体 积 %% 的 活 细胞 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 组 织 层 或 肾 上 皮 组 
织 层 中 的 任 一 者 为 至 少 90 体 积 % 的 活 细 胞 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 凤 小 管 模型 实质 上 是 
平面 的 .在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 凤 小 管 模型 具有 基本 上 均匀 的 厚度 ,在 某 些 实施 方案 中 ， 
所 述 肾 小 管 模型 包括 至 少 一 种 生物 打印 的 组 分 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 凤 小管 模型 包括 
至 少 一 种 通过 挤 出 生物 打印 的 组 分 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 小 管 模型 还 包括 生物 相 容 
性 膜 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 小 管 模型 还 包括 孔径 大 于 约 0.4nm 的 生物 相 容 性 膜 ,在 某 
些 实施 方案 中 ,所 述 凤 小 管 模型 还 包括 孔径 为 约 1om 的 生物 相 容 性 膜 ,在 某 些 实施 方案 中 ， 
多 个 肾 小 管 模型 被 配置 为 形成 阵列 .在 某 些 实施 方案 中 ,多 个 肾 小 管 模型 被 配置 为 允许 每 
MENE 模型 之 间 的 间隔 在 约 20nm 和 约 100nm 之 间 。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 或 上 皮 和 后 物 黑 
还 包含 治疗 性 分 子 或 物质 。 
[0008] “本文 还 提供 了 制造 三 维 工程 化 化 生物 学 肾 小 管 模型 的 方法 ,所 述 方法 包括 :制备 
肾 间 质 生物 墨 ,所 述 间 质 生 物 黑 包含 多 种 间 质 细胞 类 型 ,所 述 间 质 细胞 类 型 包含 肾 成 纤维 
细胞 和 内 皮 细 胞 ;制备 月 上 皮 生 物 墨 ,所 述 上 皮 生 物 墨 包含 凤 小 管 上 皮 细 胞 ;沉积 所 述 凤 间 
质 生 物 墨 和 所 述 骨 上 皮 生 物 墨 ,使 得 所 述 骨 上 皮 生 物 墨 在 所 述 肾 间 质 生 物 墨 的 层 的 至 少 一 
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个 表面 上 形成 层 ; 和 使 沉积 的 生物 墨 在 细胞 培养 基 中 成 熟 以 使 细胞 粘 附 来 形成 三 维 工程 化 
生物 学 肾 小 管 模型 ,在 某 些 实施 方案 中 ,沉积 所 述 凤 间 质 组 织 生物 墨 形成 具有 顶端 表面 和 
基底 外 侧 表面 的 肾 间 质 组 织 层 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 上 皮 生 物 墨 与 所 述 肾 间 质 组 织 
层 的 顶端 表面 接触 沉积 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 上 皮 生 物 墨 基本 上 由 肾 小 管 上 皮 细 胞 
组 成 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 上 皮 生 物 墨 基本 上 由 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 组 成 。 在 某 些 实 
施 方案 中 ,所 述 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 分 离 自 患 有 影响 肾 功 能 的 疾病 的 受 试 者 。 在 某 些 实施 
方案 中 ,所 述 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 分 离 自 串 有 多 赛 性 肾病 的 受 试 者 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 
述 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 分 离 自 患 有 II 型 糖尿 病 的 受 试 者 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 骨 上 皮 
生物 墨 包 含 皮 细胞 癌 细 胞 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 上 皮 生 物 墨 以 单 层 沉积 。 在 某 些 实施 
方案 中 ,所 述 肾 间 质 组 织 生物 墨 以 单 层 沉积 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 上 皮 组 织 层 与 肾 间 
质 组 织 层 连续 接触 沉积 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 上皮 生物 墨 形 成 覆盖 所 述 肯 间 质 组 织 
层 的 顶端 表面 的 50% 以 上 的 层 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 上皮 生物 墨 形 成 覆盖 所 述 皮 间 
质 组 织 层 的 顶端 表面 的 70% 以 上 的 层 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 上 皮 生 物 墨 形成 覆盖 所 
述 肾 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 的 90% 以 上 的 层 。 在 某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 层 的 肾 上 皮 细胞 
的 至 少 50% 与 其 它 肾 上 皮 细 胞 形成 紧密 连接 。 在 某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 层 的 肾 上 皮 细胞 
的 至 少 70% 与 其 它 肾 上 皮 细 胞 形成 紧密 连接 。 在 某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 层 的 肾 上 皮 细胞 
的 至 少 90% 与 其 它 肾 上 皮 细 胞 形成 紧密 连接 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 小 管 模型 的 厚度 
在 50 和 500hm 之 间 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 骨 小 管 模型 为 约 100um 厚 ,在 某 些 实施 方案 中 ， 
所 述 肯 上 皮 生 物 墨 还 包含 挤 出 化 合 物 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 
约 95:5 至 约 5:95 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存 在 于 所 述 肾 间 质 生物 墨 中 ,在 某 些 实施 方 
案 中 ,所 述 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 约 75:25 至 约 25:75 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存在 
于 所 述 明 间 质 生物 墨 中 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 约 60:40 至 约 
40:60 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存在 于 所 述 肾 间 质 生物 墨 中 。 在 某 些 实施 方案 中 ,成 纤 
维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 约 50:50 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存在 于 所 述 明 间 质 生 物 墨 中 。 
在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 红 间 质 生物 墨 还 包含 分 泌 细 胞 .在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 红 间 质 生 
物 墨 还 包含 免疫 细胞 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 生物 墨 还 包含 挤 出 化 合 物 。 在 某 些 实 
施 方案 中 ,所 述 明 间 质 生物 墨 包 含 肯 小 球 细胞 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 模型 被 制造 为 基本 
上 不 含 预先 形成 的 支架 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 成 纤维 细胞 内皮 细 胞 和 肾 小 管 上 皮 细 
胞 是 哺乳 动物 细胞 .在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 间 质 生物 墨 或 肯 上 皮 生 物 墨 中 任 一 者 在 沉 
积 后 形成 平面 层 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 小 管 模型 具有 基本 上 均匀 的 厚度 。 在 某 些 实施 
方案 中 ,所 述 方法 还 包括 将 所 述 肾 间 质 生物 墨 沉 积 到 生物 相 容 性 膜 上 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 
所 述 方法 还 包括 将 所 述 明 间 质 生物 墨 沉 积 到 孔径 大 于 0.4nm 的 生物 相 容 性 膜 上 。 在 某 些 实 
施 方案 中 ,所 述 方法 还 包括 将 所 述 肯 间 质 生物 墨 沉积 到 孔径 为 约 1um 的 生物 相 容 性 膜 上 。 在 
某 些 实施 方案 中 ,所 述 方法 包括 三 维 工 程 化 生物 学 肾 小 管 模型 沉积 以 形成 阵列 。 在 某 些 实 
施 方案 中 ,所 述 方法 包括 三 维 工 程 化 生物 学 肾 小 管 模型 沉积 以 形成 阵列 ,所 述 阵 列 被 配置 
为 允许 每 个 肾 小 管 模型 之 间 的 间隔 在 约 20pm 和 和 约 100nm 之 间 , 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 
质 生 物 墨 为 至 少 30 体 积 % 的 活 细 胞 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 凤 间 质 生物 墨 为 至 少 70 体 
积 % 的 活 细 胞 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 凤 间 质 生物 墨 为 至 少 90 体 积 % 的 活 细胞 ,在 某 些 实 
施 方案 中 ,所 述 肯 间 质 生物 墨 通过 挤 出 生物 打印 来 沉积 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 上 皮 生 
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.在 茶 些 实施 方案 中 ,所 述 明 小 管 模型 的 任何 层 在 体外 培养 3 


天 后 的 培养 物 中 是 具有 活力 的 。 在 茶 些 实施 方案 中 ,所 述 骨 小 管 模型 的 任何 层 在 体外 培养 
10 天 后 的 培养 物 中 是 具有 活力 的 。 在 茶 些 实施 方案 中 , 间 质 或 上 皮 生 物 墨 还 包含 治疗 性 分 
子 或 物质 。 


[0009] 


本 文 还 提供 
述 间 质 生物 墨 包含 多 种 间 质 细胞 类 型 ,所 述 间 
h] EE 


了 评估 治疗 剂 的 肾 毒 性 的 方法 ,所 述 方法 包括 : 


评估 治疗 3 


判 备 明 间 质 生物 墨 ,所 
质 细胞 类 型 包括 肾 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 ; 
生物 时 ,所 述 上 皮 生 物 墨 包含 肾 小 管 上 皮 细 胞 :沉积 所 述 间 质 生 物 墨 和 所 述 上 
皮 生 物 黑 ,使 得 所 述 上 皮 生物 墨 在 所 述 间 质 生 物 墨 的 至 少 一 个 表面 上 形成 层 ; 和 使 沉积 
生物 墨 在 细胞 培养 基 中 成 熟 以 使 细胞 粘 附 来 形成 
与 构建 体 接触 ;测量 肾 小 管 上 皮 细 胞 的 活力 或 功能 
或 功能 


ооо о о ае 使 治疗 刘 
和 基于 测量 的 崩 小 管 上 皮 细 胞 的 活力 


剂 的 骨 毒 性 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 所 述 间 质 生物 墨 通过 搞 出 生物 打印 来 沉 


中。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 上 皮 生 物 鹿 通过 喷 黑 生物 打印 来 沉积 。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 
质 或 上 皮 生 物 黑 还 包含 治疗 性 分 子 或 物质 。 


附 图 说 明 


[0010] 


图 1 示 出 


了 示意 性 概念 图 的 非 限 种 


结构 1 
mei 


[0012] 
下 ,H&E 染色 (图 
[0013] 
(410) 的 抗体 和 显示 HUVEC 网 络 (430) 的 TE7 (420) 染 


[0014] 


I 性 实例 


皮 单 层 的 间 质 层 的 示意 性 概念 图 。 
[0011] 


图 2A 和 2 
的 构 i 


图 4 示 出 


图 5 示 出 


告 的 示意 性 结构 图 
(图 2B) 。 

图 3A 和 3B 示 出 了 描 
3A:100x 总 放大 倍率 ;图 3B:200x 总 放大 倍率 ) 。 
j 性 实例 ;在 这 种 情况 下 ,用 抗 CD31 


B 示 出 了 示意 性 结构 图 的 非 限 种 
(图 2A) ; 


I 性 实例 ;在 这 种 情况 下 ,为 示 出 了 顶部 为 极 化 上 


I 性 实例 ;在 这 种 情况 下 , 示 出 了 实施 例 1 的 
以 及 组 织 融 合 后 48 小 时 生物 打印 的 肾 小 管 模型 的 非 


述 实施 例 1 的 结构 1 的 显 微 照片 的 非 限 种 


了 实施 例 1 的 结构 1 的 显 微 照片 的 非 限 和 
A 


ыо 


了 实施 例 1 的 结构 1 的 低 放大 倍率 下 的 显 微 照 片 的 非 限 舍 


用 针对 围绕 小 管 结构 的 E- 钙 粘 和 蛋白 (540) 的 抗体 ;和 TE7 (520) 。 


[0015] 
结构 2 
[0016] 
下 ,H& 
[0017] 
F w 


细胞 的 TE7 染 色 。 在 该 实施 例 


8B,84 
[0018] 


中 的 近 端 小 管 上 皮 细 胞 (RPTEC) 。 在 RPTEC 之 间 的 侧 腊 上 观察 到 E- 钵 烙 蛋 白 (9404812 
其 对 应 于 在 紧密 连接 处 的 定位 。 还 显 


中 (图 
[0019] 


图 6A 和 6 
的 构造 的 示意 


FE 染色 (黑色 


图 7TA 和 7B 示 出 了 描 


图 8A 和 8B 示 出 了 # 


B 示 出 了 示意 性 结构 图 的 非 限 种 
总 性 结构 图 。 


I 性 实例 ; 染 


I 性 实例 ;在 这 种 情况 


色 是 


I 性 实例 ;在 这 种 情况 下 , 示 出 了 实施 例 2 的 


述 实 施 例 2 的 结构 2 的 显 微 照片 的 非 限 种 
第 头 表示 上 皮 细 胞 ) 。 


I 性 实例 ;在 这 种 情况 


萌 述 实施 例 2 的 结构 2 的 显 微 照片 的 非 限 和 


I 性 实例 ;在 这 种 情况 


示 内 皮 细 胞 的 组 织 的 显 微 照片 (图 8A) ,显示 了 810,HUVECS 的 CD31 染 色 ; 和 820, 成 纤维 


0) 


图 9 显示 


9B) 和 高 (图 


中 ,通过 E- 钙 粘 蛋 白 染 色 的 组 织 的 表面 上 检测 


了 来 自 实施 例 3 的 构建 体 的 显 微 照片 ,并 描 


显示 针对 成 纤维 细胞 的 TE7 92032 
9С) 放大 倍数 。 


图 10A 和 10B 示 出 了 来 自 实施 例 3 的 生物 打印 的 肾 组 织 构建 体 的 H&E (图 


9 


到 上 皮 细 胞 (图 


绘 了 呈现 极 化 特征 的 3D 骨 组 织 


а), 


色 。 显 示 为 低 ( 图 9A) 、 


10A) 和 三 色 
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出 显示 了 上 胶 


内 皮 细 胞 网 


皮 细 胞 的 假 
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(图 10B) 染色 。 

[0020] ”图 11A 和 11B 示 出 了 具有 有 刷 状 缘 (图 11A, 箭 头 ) 的 图 11 的 构建 体 ,并 且 突 

原 沉积 (图 11B ,箭头 ) 。 

[0021] 图 12 示 出 了 来 自 实 施 例 3 的 3D 生 物 打印 肾 组 织 构建 体 中 观察 到 广泛 的 

络 。 显 示 了 CD31 (内 皮 细 胞 , 亮 染 色 ) 和 TE7 (成 纤维 细胞 ,1220) 的 染色 。 两 旁 是 内 

想 内 腔 用 G) 标记 。 

[0022] ”图 13 示 出 了 与 2D hTERT-RPTEC 和 间 质 细胞 单独 相 比 ,实施 例 3 的 3D 生 物 打印 肾 组 


织 中 的 G66T 活 性。 图 


[0023] K 


FT ERRI S ЛУ Ж Ж) ЖЕ AWAY, Es 
75:25 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 。 图 


[0024] K 


[0025] K 


[0026] K 


小 管 模型 的 组 织 学 。 图 


图 


上 皮 细 胞 。 


13 显 示 与 2D 共 
14A、14B 和 14C 示 出 了 用 包含 不 同比 例 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 的 间 
14A 显 示 90:10 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 。 
14C 显 示 50:50 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 。 
15A,15B 和 15C 示 出 了 用 包含 不 同比 例 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 的 间 
打印 的 肾 小 管 模型 的 组 织 学 。 攻 
25 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 的 比例 ,图 


培养 物 相 比 ,培养 中 的 3D 骨 小 管 模型 的 持 乡 


,图 


15A 显 示 90:10 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 ,图 


4 


16B 显 示 了 Keyence 表 面 映 射 数据 。 


17A 显 示 在 无 血清 培养 基 


17C 显 示 在 2 


[0027] K 
型 的 反应 。 


[0028] K 


[0029] K 
50uM AmpB 
[0030] K 


活力 的 alamarBlue 测 定 。 氏 
(LDH) 释放 测 
22A,22B,22C 和 22D 示 出 了 对 应 于 图 
22B) 、50uM 顺 铂 (图 22C) 和 50ng/mL TGFB (图 22D) АК 


18 示 出 了 使 用 两 性 霉 


19A 和 19B 示 出 了 使 用 3D 肾 小 管 模 型 的 两 性 霉 素 B (AmpB) 毒 
显示 了 乳酸 脱毛 酶 (LDH) 释放 测定 。 图 
20A,20B 和 20C 描 


性 性 试验 的 
19B 显 示 了 Y - 谷 氮 酰 转移 酶 (6GT) 活性 。 
绘 了 对 应 于 图 19 的 来 自用 载体 (图 


(图 200) АК 


21A,21B 和 


er 


定 。 
[0031] K 

织 学 。 

[0032] K 

性 试验 的 实例 。 图 
性 ,图 


[0033] K 


23A,23B 和 23C 示 出 了 使 用 3D 肾 小 管 模型 比 # 


24A 和 24B 示 出 了 孔径 对 生物 打印 的 间 质 组 织 的 影响 。 


的 3D 肾 小 管 模 型 的 组 织 学 。 箭 头 表 示 上 皮层 。 
21C 示 出 了 使 用 3D 肾 小 管 模 型 的 顺 铂 毒性 试验 的 实例 ,图 
21B 显 示 Y - 谷 氨 酰 转 移 酶 (GGT) 活性 ,图 


21 的 来 自用 载体 (图 
的 肾 小 管 模型 的 Masson 的 


1 定 


人 о 


图 


径 打 印 的 间 质 组 织 。 图 


[0034] K 


25A,25B 和 


24B 示 出 了 以 1.0nm 的 孔径 打印 的 间 质 组 织 。 
25C 示 出 了 组 织 学 H&E 染色 培养 中 的 3D 肾 溃 


x 


管 模 型 的 长 期 


10 


B 的 毒性 试验 比较 了 3D 肾 小 管 模 型 与 标准 2D 己 


20A).10uM AmpB (图 


22A) 、10nM 顺 铂 (Р 


较 原 代 和 永生 化 内 皮 细 胞 的 顺 铂 续 
23A 显 示 了 活力 的 alanarBlue 测 定 。 图 23B 显 示 Y - 谷 氮 酰 转移 酶 (GGT) 活 
23C 显 示 乳 酸 脱氧 酶 LDH) 释放 测 


ЗЕЎЩ 7] 


质 层 生物 
图 14B 显 示 


质 层 生 物 
15B 显 示 75: 


15C 显 示 50:50 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 。 

16A 和 16B 示 出 了 生物 打印 的 肾 小 管 模型 的 表面 积 和 厚度 均匀 度数 据 。 图 
出 了 生物 打印 的 肾 小 管 模型 的 宏观 视图 
17A,17B,17C 和 17D 显 示 了 用 不 同 量 的 内 皮 细 胞 和 不 同 血清 浓度 生物 打印 的 肾 
中 浓度 为 1.25 X10 个 细胞 / 孔 的 上 皮 细 胞 。 
17B 显 示 在 2% 血清 中 浓度 为 1.25X10" 个 细胞 / 孔 的 上 皮 细 胞 ,图 
度 为 2.5X10" 个 细胞 / 孔 的 上 皮 细 胞 。 图 


16A 示 


% 血 清 中 浓 


17D 显 示 在 2% 血清 中 浓度 为 5.0X10? 个 细胞 /和 孔 的 


培养 物 模 


实例 .图 


19A 


20B) 或 


ЛАБ 


21C 显 示 乳 酸 脱氧 酶 


三 色 染 色 组 


RF 


24A 示 出 了 以 0.4pm 的 孔 


活力 .图 


25A 
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显示 培养 6 天 后 的 肾 小 管 模型 .图 25B 显 示 培 养 10 天 后 的 肾 小 管 模 型 .图 25C 24B 显 示 培 养 27 
天 后 的 肾 小 管 模型 。 


具体 实施 方式 
[0035] 本文 提 供 三 维 工程 化 生物 学 肾 小 管 模型 ,其 包括 : 肾 间 质 组 织 层 ,所 述 肾 间 质 组 织 
аи таисте еи. ЖИ ЕУЕН ЕЕ, OE ИЕ FJ ЕЛУ ЕНЕН, BT 
述 肾 上 皮 组 织 与 所 述 肾 间 质 组 织 层 接触 形成 三 维 工 程 化 生物 学 肾 小 管 模型 ;条 件 是 所 述 间 
质 组 织 包含 间 质 生物 墨 ,所 述 上 皮 组 织 包 含 上 皮 生 物 墨 ,并 形成 三 维 工程 化 生物 学 肾 小 管 
模型 
[0036] ”本 文 还 ии си 
ЕЛЕЙ , УРЕН А ЕЙ б: ААТ 1918128201 , РАА) ЛЕДЕ ЖЕЛШ ТИЕ 
mit w tama, ME E EEM BOA ER ече 
AAEN О ИА ER ИНСН а ра АЙ Ж D 
个 表面 上 形成 层 ;和 使 沉积 的 生物 墨 在 细胞 培养 基 中 成 熟 以 使 细胞 粘 附 来 形成 三 维 工程 化 
生物 学 肾 小 管 模型 。 
[0037] 本文 还 提供 了 评估 治疗 剂 的 肾 毒性 的 方法 ,所 述 方法 包括 :制备 肾 间 质 生物 墨 ,所 
述 间 质 生物 墨 包含 多 种 间 质 细胞 类 型 ,所 述 间 质 细胞 类 型 包括 肾 成 纤维 细胞 和 内 皮 细胞 ; 
制备 肾 上 皮 生物 墨 , 所 述 上 皮 生 物 墨 包含 肾 小 管 上 皮 细 胞 ;沉积 所 述 间 质 生物 墨 和 所 述 上 
皮 生 物 墨 ,使 得 所 述 上 皮 生 物 墨 在 所 述 间 质 生物 墨 的 至 少 一 个 表面 上 形成 层 ;: 和 使 沉积 的 
生物 墨 在 细胞 培养 基 中 成 熟 以 使 细胞 粘 附 来 形成 三 维 工程 化 生物 学 肾 小 管 模型 ;使 治疗 剂 
与 构建 体 接触 ;测量 肾 小 管 上 皮 细胞 的 活力 或 功能 ;和 基于 测量 的 肾 小 管 上 皮 细胞 的 活力 
或 功能 评估 治疗 剂 的 肾 毒性 。 
[0038]  ” 某 些 定义 
[0039] ”除非 男 有 定义 ,本 文 使 用 的 所 有 技术 术语 具有 与 本 发 明 所 属 领域 的 普通 技术 人 员 
通常 理解 的 相同 的 含义 。 如 在 本 说 明 书 和 所 附 权利 要 求 中 所 使 用 的 ,单数 形式 一个”、 一 
种 "和 “所 述 "包括 复数 形式 ,除非 上 下 文 另 有 明确 规定 ,本 文中 任何 所 涉及 的 "或 " 则 在 包括 
“和 /或 " ,除非 另 有 说 明 。 
[0040] ”如 本 文 所 使 用 的 , “阵列 " 意 指 包括 空间 排列 以 允许 对 一 个 样本 进行 多 个 测试 .对 
多 个 样本 执行 一 个 或 多 个 测试 .或 二 者 的 多 个 元 件 的 关联 的 科学 工具 。 
[0041] ”如 本 文 所 使 用 的 ,“ 测 定 " 意 指 用 于 测试 或 测量 有 机 或 生物 样品 (例如 ,细胞 聚集 
体 、 组 织 .器 官 .生物 体 等 ) 中 物质 (例如 化 学 品 ,分 子 、 生 物化 学 品 、 蛋 白质 ,激素 或 药物 等 ) 
的 存在 或 活性 的 程序 。 
[0042] ”如 本 文 所 使 用 的 ,“ 层 " 意 指 X 和 Y 平 面 中 的 细胞 以 一 个 或 多 个 细胞 厚度 的 缔 合 ,在 
一 些 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 肾 小 管 包括 一 层 ,在 其 它 实 施 方案 中 ,本 文 所 述 的 肾 小 管 包括 
多 层 ,在 各 种 实施 方案 中 , 层 形成 连续 的 、 基 本 上 连续 的 ,或 不 连续 的 细胞 片 , 在 一 些 实施 广 
REP 本文 所 述 的 每 层 峭 小 管 包含 XYZ 轴 中 的 多 个 细胞 
[004] ”如 本 文 所 使 用 的 , “组 织 " 意 指 细胞 的 聚集 体 。 
[oo44] 。 如 本 文 所 使 用 的 “生物 黑 " 意 指 用 于 生物 打印 的 液体 , 半 固 体 或 固体 组 合 物 .在 一 
些 实施 方案 中 ,生物 墨 包含 细胞 溶液 ,细胞 聚集 体 、 含 细胞 的 凝 胶 、 多 细胞 体 或 组 织 .在 一 些 
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实施 方案 中 ,生物 墨 还 包括 提供 能 够 进行 生物 打印 的 特定 生物 力学 性 质 的 非 细 胞 材料 。 在 
一 些 实施 方案 中 ,生物 墨 包 含 挤 出 化 合 物 。 在 一 些 情况 下 ,将 挤 出 化 合 物 工 程 化 为 在 生物 打 
印 过 程 之 后 被 去 除 。 在 其 它 实施 方案 中 , 挤 出 化 合 物 的 至 少 一 些 部 分 保持 夹带 有 打印 后 的 
细胞 并 且 不 被 去 除 。 间 质 生 物 墨 包含 至 少 一 种 间 质 来 源 的 细胞 ,例如 成 纤维 细胞 、 间 充 质 细 
胞 或 被 诱导 具有 间 质 特征 的 多 能 细胞 .上 皮 生 物 墨 包括 至 少 一 种 上 皮 细 胞 类 型 ,包括 近 端 
小 管 的 细胞 。 

[0045] ”如 本 文 所 使 用 的 , “生物 打 印 ” 意 指 通过 与 自动 化 或 半自动 化 的 计算 机 辅助 三 维 原 
型 设计 设备 (如 生物 打印 机 ) 相 兼 容 的 方法 来 利用 细胞 (例如 ,细胞 溶液 、 含 细胞 的 凝 胶 、 细 
胞 巧 浮 液 、 细 胞 浓缩 液 、 多 细胞 聚集 体 、 多 细胞 体 等 ) 的 三 维 精 确 沉积 。 合 适 的 生物 打印 机 包 
括 来 自 Organovo ,Inc. (San Diego,CA) 的 Novogen Bioprinter®@。 


[0046] ”如 本 文 所 使 用 的 , “支架 ” 意 指 合成 支架 ,例如 聚合 物 支 架 和 多 了 和 孔 水 凝 胶 , 非 合 成 支 
架 如 预先 形成 的 细胞 外 基质 层 、 死 细胞 层 和 脱 细 胞 组 织 , 以 及 任何 其 它 类 型 的 预先 形成 的 
文 架 ,其 与 工程 化 组 织 的 物理 结构 一 体 化 ,并 且 不 能 在 不 损坏 /破坏 组 织 下 从 所 述 组 织 移 
除 。 在 进一步 的 实施 方案 中 , 脱 细 胞 组 织 支 架 包括 脱 细 胞 化 的 天 然 组 织 或 由 培养 细胞 以 任 
何方 式 产 生 的 脱 细 胞 化 细胞 材料 ;例如 ,允许 死亡 或 脱 细 胞 化 的 细胞 层 , 留 下 他 们 存活 时 产 
生 的 ECM。 因 此 ,术语 无 支架 " 意 在 意味 着 预先 形成 的 支架 不 是 使 用 时 的 工程 化 组 织 的 不 可 
分 割 的 部 分 ,或 已 被 去 除 或 作为 工程 化 组 织 的 惰性 组 分 保留 。 无 文 架 "与 “不 含 文 架 ”和 “不 
含 预 先 形成 的 支架 ” 互 换 使 用 。 

[0047] ”如 本 文 所 使 用 的 ,“ 受 试 者 ”是 任何 哺乳 动物 物种 的 生物 体 ,包括 但 不 限于 人 , 灵 长 
类 动物 , 猿 , 猴 , 狗 , 猫 ,小 鼠 , 大 鼠 , 免 , 猪 , 马 等 ,6 受 试 者 可 以 是 活 的 或 死亡 的 任何 哺乳 动物 
物种 。 受 试 者 包括 最 近 死 亡 的 受 试 者 或 取 自 活 受 试 者 的 活检 样本 。 

[0048] ”本文 所 用 的 “治疗 性 物质 ” 意 指 被 批准 用 于 治疗 疾病 (根据 对 治疗 疾病 的 调查 ) 或 
者 引起 生物 反应 如 DNA、RNA` 肽 ,多肽 或 蛋白 质变 化 的 任何 分 子 、. 生 物 学 化合物 或 组 合 物 。 
[0049] ”如 本 文 所 使 用 的 ， 话 力 ” 意 指 由 至 少 一 种 活力 试验 确定 的 生物 墨 或 组 织 层 中 的 至 
少 50% .60% .70% .80% .90% 95% 、97% 以 上 的 细胞 是 活 的 。 活 力 试 验 是 本 领域 已 知 的 ， 
并 且 包 括 但 不 限于 活体 染料 , 凋 亡 标 记 染 色 ,TUNEL 染 色 ,DNA 断 裂 分 析 ,AlamarBlue 染 色 , 功 
能 测定 等 。 

[0050] ” 肾 小 管 模型 的 组 成 

[0051] ”在 一 些 实施 方案 中 ,组 织 内 的 细胞 在 空间 上 组 织 以 重 现 小 管 - 间 质 组 织 界面 的 层 
状 结构 ;在 包括 基于 内 皮 细 胞 的 微血管 网 络 的 肾 间 质 组 织 层 的 顶部 上 存在 极 化 的 小 管 上 
皮 。 特 化 的 细胞 ,如 EP0 产 生 细 胞 , 任 选 地 包括 在 管 周 间隙 内 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮具 有 
或 产生 刷 状 缘 。 

[0052] ”在 特定 的 非 限 制 性 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 工程 化 骨 组 织 包 括 两 个 主要 部 分 :了 ) 
由 成 年 肾 成 纤维 细胞 和 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 (HUVEC) 组 成 的 间 质 层 ; 和 2) 由 正常 人 肾 近 端 小 
管 上 皮 细 胞 (RPTEC) 、Madin-Darby 厂 肾 细胞 (МОСК) 、 大 鼠 原 代 RPTEC 细 胞 和 /或 永生 化 RPTEC 
细胞 组 成 的 极 化 上 皮 单 层 , 其 中 永生 化 任 选 地 通过 遗传 操纵 hTERT 以 形成 hTERT 永生 化 的 
RPTEC 细 胞 来 实现 ,使 用 Novogen MMX Bioprinter 以 使 得 上 皮层 在 间 质 层 顶 部 的 方式 沉积 
细胞 (参见 图 1) 。 结 构 是 通过 与 随时 间 降 解 的 热 响 应 性 水 凝 胶 (Novogel@2.0) 混合 的 细胞 
的 空间 控制 沉积 与 通过 压缩 气体 推进 ( 喷 墨 喷涂 ) 沉积 雾 化 的 细胞 材料 相 结 合 来 建立 。 
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[0053] ”参考 图 1 ,在 特定 实施 方案 中 ,三维 工 程 化 明 小 管 模型 包括 间 质 层 和 上 皮层 。 在 该 
实施 方案 中 ,两 层 共 同 建 模 肯 远 端 小 管 的 壁 。 这 种 配置 对 于 体内 组 织 的 建 模 和 预测 天 然 组 
织 反应 至 关 重 要 。 上 皮层 的 反应 是 天 然 组 织 对 药物 、 化 学 品 或 生物 制剂 的 反应 的 前 兆 ,并 且 
可 以 提供 与 毒性 或 效力 有 关 的 信息 。 间 质 层 对 于 上 皮 的 正常 运行 至 关 重 要 ,并且 用 作 天 然 
组 织 纤 维 化 的 模型 ,特别 是 肾 小 管 间 质 性 纤维 化 。 
[0054] “参考 图 2A ,在 特定 实施 方案 中 ,使 用 连续 沉积 技术 对 间 质 层 进 行 生 物 打 印 。 在 该 实 
施 方案 中 ,生物 打印 间 质 片 , 随 后 是 间 质 的 边缘 以 形成 三 侧 容 器 。 然 后 将 一 层 上 皮 再 次 使 用 
连续 沉积 技术 生物 打印 到 间 质 的 容器 中 。 该 实施 方案 提供 了 间 质 层 和 上 皮层 之 间 的 必要 接 
触 , 图 2B 描 绘 了 在 组 织 聚 结 (coalesce) 后 48 小 时 显示 的 实际 生物 打印 的 肾 小 管 模型 。 在 一 
些 实施 方案 中 ,组 织 在 4.6、8、12 或 24 小 时 内 聚 结 。 
[0055] ”参考 图 6A 和 6B ,在 特定 实施 方案 中 ,使 用 连续 沉积 技术 对 间 质 层 进行 生物 打印 。 在 
该 实施 方案 中 ,使 用 喷 墨 沉积 技术 将 上 皮层 生物 打印 到 间 质 层 上 。 基 本 上 连续 的 上 皮层 与 
体内 组 织 一 致 ,并 且 对 复制 生理 学 相关 的 结构 至 关 重 要 。 喷 墨 沉 积 技术 提供 将 一 个 或 多 个 
上 层 细胞 薄 层 沉积 到 间 质 层 的 潜在 不 规则 表面 上 的 能 力 。 在 这 样 的 实施 方案 中 , 任 选 地 在 
间 质 层 的 生物 打印 之 后 或 在 已 经 允许 间 质 层 成 熟 后 立即 进行 上 皮层 的 喷 墨 沉积 。 
[0056] ”在 一 些 实施 方案 中 ,细胞 被 生物 打印 。 在 另外 的 实施 方案 中 ,生物 打印 的 细胞 粘 附 
以 形成 工程 化 的 肾 小 管 模 型 .还 在 另外 的 实施 方案 中 ,工程 化 的 肾 小 管 模 型 在 制造 时 或 使 
用 时 没有 或 基本 上 没有 预先 形成 的 支架 。 在 某 些 情况 下 ,生物 打印 允许 制造 模拟 天 然 组 织 
的 适当 细胞 性 的 组 织 。 
[0057] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文 描述 的 三 维 工程 化 肾 小 管 模型 与 通过 现 有 技术 制造 的 组 
织 的 区 别 在 于 :它们 是 三 维 的 ,不 含 预先 形成 的 支架 ,基本 上 由 细胞 组 成 ,和 /或 具有 高 细胞 
密度 (例如 ,大 于 30% 细 胞 ,大 于 40% 细 胞 ,大 于 50% 细 胞 ,大 于 60% 细 胞 ,大 于 70% 细 胞 ,大 
于 80% 细 胞 ,大 于 90% 细 胞 ,或 大 于 95% 细 胞 ) 。 
[0058] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 三 维 工程 化 肾 小 管 模型 与 天 然 (例如 非 工 程 化 ) 组 
织 的 区 别 在 于 :它们 是 非 神 经 支配 的 (例如 ,基本 上 不 含 神经 组 织 ) ,基本 上 不 含 成 熟 脉 管 系 
统 , 和 /或 基本 上 不 含 血 液 成 分 。 例 如 ,在 各 种 实施 方案 中 ,三维 工程 化 肾 小 管 模型 不 含 血 
浆 、 红 细胞 、 血 小 板 等 ,和 /或 内 源 产生 的 血浆 、 红 细胞 、 血 小 板 等 ,在 某 些 实施 方案 中 ,工程 
化 的 肾 小 管 模 型 缺乏 免疫 细胞 ,例如 T 细 胞 .B 细 胞 、 巨 蜂 细 胞 、 树 突 细胞 、 嗜 碱 性 粒 细胞 、 肥 
大 细胞 或 嗜 酸性 粒 细胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,模型 不 像 天 然 存 在 的 崩 近 端 小 管 呈 管状 ,而 是 
呈 平 面 或 片 状 的 ,这 有 利 地 允许 体外 测定 和 分 析 。 在 一 些 实施 方案 中 ,成 纤维 细胞 不 是 肾 源 
性 的 。 在 一 些 实施 方案 中 ,内 皮 细 胞 不 是 明 源 性 的 。 在 一 些 实施 方 案 中 ,上 皮 细 胞 不 是 人 源 
性 的 。 在 某 些 实施 方案 中 ,工程 化 的 肾 小 管 模 型 缺乏 未 分 化 的 细胞 。 在 某 些 实施 方案 中 , 工 
程 化 的 肾 小 管 模 型 缺乏 未 分 化 的 肾 细 胞 .在 一 些 实施 方案 中 ,本文 所 述 的 三 维 工程 化 肾 小 
管 模型 与 天 然 肾 小 管 组 织 的 区 别 在 于 它们 是 平坦 的 或 基本 上 平坦 的 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 
本 文 所 述 的 三 维 工程 化 肾 小 管 模型 具有 超过 天 然 肾 小 管 组 织 的 功能 改进 ;一 个 例子 是 培养 
至 少 7、10 或 27 天 的 持续 培养 时 间 后 的 高 活力 。 在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 肾 小 管 模型 中 的 细 
胞 是 转化 的 或 永生 化 的 ,在 一 些 实施 方案 中 ,在 肾 小 管 模型 中 使 用 的 细胞 是 转基因 的 ,并 且 
含有 与 荧光 蛋白 如 EGFP、GFP、RFP、YFP 或 CFP 的 蛋白 质 融 合 , 在 一 些 实施 方案 中 ,在 肾 小 管 模 
型 中 使 用 的 细胞 是 转基因 的 ,并 含有 有 具有 荧光 蛋白 如 EGFP、GFP、RFP\YFP、GFP 的 报道 子 构建 
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体 ; 或 荧光 蛋白 如 萤火虫 或 海 肾 荧光 素 酶 .在 某 些 实施 方案 中 ,任何 细胞 含有 1、2、3、4、5、6、 
7、8、9、10 个 或 更 多 个 基因 的 缺失 或 插入 。 在 一 些 实施 方案 中 ,3D 肾 小 管 模型 是 嵌 合 体 ,其 中 
至 少 一 种 细胞 来 自 与 3D 肾 小 管 模型 的 任何 其 它 细胞 不 同 的 哺乳 动物 物种 ,在 一 些 实施 方案 
中 ,3D 肾 小 管 模型 是 要 合 体 ,其 中 至 少 一 种 细胞 来 自 与 3D 肾 小 管 模型 的 任何 其 它 细胞 不 同 
的 人 供 体 (donar) 。 
[0059] ”细胞 输入 
[0060] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 工程 化 组 织 、 阵 列 和 方法 包括 多 种 细胞 类 型 ,在 一 
些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 包括 包含 哺乳 动物 成 纤维 细胞 和 哺乳 动物 内 皮 细 胞 的 间 质 组 织 
层 。 在 各 种 实施 方案 中 ,合适 的 内 皮 细 胞 衍生 自 人 脐 静 脉 (HUVEC 、 人 原 代 、 人 肾 、 或 衍生 自 
诱导 多 能 干细胞 (1Р5) 或 人 胚胎 干细胞 (hES) 的 定向 分 化 。 在 一 些 实施 方案 中 ,成 纤维 细胞 
是 肾 间 质 成 纤维 细胞 .在 各 种 实施 方案 中 ,合适 的 肾 间 质 成 纤维 细胞 衍生 自从 人 和 肾 分 离 的 
原 代 细 胞 .在 一 些 实施 方案 中 ,成 纤维 细胞 起 源 于 真皮 或 血管 。 在 一 些 实施 方案 中 ,一 种 或 
多 种 细胞 组 分 衍生 自 非 人 哺乳 动物 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 包 含 肿瘤 细胞 或 癌 细 胞 。 
在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 基本 上 是 单 层 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 包含 其 表面 
积 的 95% 以 上 的 单 层 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 包含 其 表面 积 的 90% 以 上 的 单 层 。 在 
一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 包 含 其 表面 积 的 80% 以 上 的 单 层 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 
织 层 大 于 1 个 细胞 厚度 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 大 于 2 个 细胞 厚度 。 在 一 些 实施 方案 
中 , 间 质 组 织 层 大 于 3 个 细胞 厚度 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 大 于 4 个 细胞 厚度 。 在 一 
些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 大 于 5 个 细胞 厚度 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 大 于 10 个 细 
胞 厚度 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 大 于 20 个 细胞 厚度 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 
层 大 于 50 细 胞 厚度 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 大 于 100 个 细胞 厚度 ,在 一 些 实施 方案 
中 , 间 质 组 织 层 大 于 20hm 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 大 于 30hm 厚 。 在 一 些 实施 方案 
中 , 间 质 组 织 层 大 于 40hm 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 大 于 50hm 厚 。 在 一 些 实施 方案 
中 , 间 质 组 织 层 大 于 100nm 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 大 于 200hm 厚 。 在 一 些 实施 方 
案 中 , 间 质 组 织 层 大 于 500uhm 厚 .在 一 些 实 施 方案 中 , 间 质 组 织 层 大 于 600hm 厚 。 在 一 些 实施 
方案 中 , 间 隐 组 织 层 大 于 1000unm 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 小 于 20hm 厚 ,在 一 些 实 
施 方案 中 , 间 质 组 织 层 小 于 30hm 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 小 于 40uhm 厚 。 在 一 些 实 
施 方案 中 , 间 质 
施 方案 中 , 间 质 组 织 层 小 于 200um 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 小 于 500hm 厚 。 在 一 些 
实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 小 于 600hm 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 小 于 1000um 厚 。 
[0061] ”在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模 型 包括 包含 哺乳 动物 上 皮 细 胞 的 上 皮 组 织 层 , 在 另 
外 的 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 是 肾 小 管 上 皮 细 胞 (例如 近 端 小 管 上 皮 细 胞 ) 。 在 另外 的 实施 方 
案 中 ,合适 的 肾 小 管 上 皮 细 胞 是 衍生 自 干 细胞 (诱导 的 多 能 干细胞 G PS) 衍生 的 和 /或 人 胚 
台 干 细胞 (hES) 衍生 的 ) 的 定向 分 化 衍生 的 的 原 代 分 离 物 或 细胞 .在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 
管 上 皮 细 胞 是 Madin-Darby 犬 肾 MDCK) 细胞 。 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 上 皮 细 胞 是 永生 化 
的 人 细胞 ,在 其 他 实施 方案 中 , 肾 小 管 上 皮 细 胞 是 永生 化 细胞 ,例如 hTERT-RPTEC 细 胞 \HK-2 
细胞 、LLC-PK1 细 胞 或 OK 细胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 生生 自 非 人 哺乳 动物 ,例如 大 
鼠 、 小 鼠 、 猪 或 灵 长 类 动物 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 基本 上 由 肾 小 管 上 皮 细 胞 组 成 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 基本 上 由 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 组 成 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 
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皮 组 织 层 基本 上 由 肾 近 端 小 管 上 皮 细 胞 组 成 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 基本 上 由 原 
代 凤 近 端 小 管 上 皮 细 胞 组 成 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 基本 上 是 单 层 。 在 一 些 实施 方 
案 中 ,上 皮 组 织 层 包 含 肿瘤 细胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 包 含 肾 细胞 癌 细 胞 ,在 一 
些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 包 含 其 表面 积 的 95% 以 上 的 单 层 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 
层 包 含 其 表面 积 的 90% 以 上 的 单 层 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 包含 其 表面 积 的 80%% 
以 上 的 单 层 .在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 大 于 1 个 细胞 厚度 .在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 
织 层 大 于 2 个 细胞 厚度 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 大 于 3 个 细胞 厚度 ,在 一 些 实施 方案 
中 ,上 皮 组 织 层 大 于 4 个 细胞 厚度 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 大 于 5 个 细胞 厚度 。 在 一 
些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 大 于 10 个 细胞 厚度 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 大 于 20 个 细 
胞 厚度 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 大 于 50 个 细胞 厚度 .在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 
层 大 于 100 个 细胞 厚度 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 大 于 20nm 厚 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 
皮 组 织 层 大 于 30pm 厚 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 大 于 40nm 厚 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 
皮 组 织 层 大 于 50hm 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 大 于 100um 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 
皮 组 织 层 大 于 200hm 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 大 于 500um 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 
间 质 组 织 层 大 于 600hm 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 大 于 1000hm 厚 。 在 一 些 实施 方案 
中 ,上 皮 组 织 层 小 于 1000bm 厚 ,在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 小 于 600um 厚 ,在 一 些 实施 方 
案 中 ,上 皮 组 织 层 小 于 500um 厚 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 小 于 2000m 厚 。 在 一 些 实施 
方案 中 ,上 皮 组 织 层 小 于 100hm 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 小 于 50hm 厚 。 在 一 些 实施 
方案 中 ,上 皮 组 织 层 小 于 40nm 厚 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 小 于 30nm 厚 。 在 一 些 实施 
方案 中 ,上 皮 组 织 层 小 于 20nm 厚 。 
[0062] 任 选 地 , 肾 小 管 模型 包含 其 他 细胞 类 型 (例如 ,EP0 产 生 细胞 免疫 细胞 等 ) ,在 一 些 
实施 方案 中 ,免疫 细胞 是 T 细 胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,免疫 细胞 是 B 细 胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ， 
免疫 细胞 是 Nk 细胞 ,在 一 些 实施 方 案 中 ,免疫 细胞 是 树 突 细胞 ,在 一 些 实施 方案 中 ,免疫 细 
胞 是 巨星 细胞 。 

[0063] ”范围 广泛 的 细胞 比例 是 合适 的 。 在 一 些 实施 方案 中 ,上 皮层 包括 近 端 小 管 上 皮 细 
胞 ,由 其 组 成 ,或 基本 上 由 其 组 成 ,在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 层 包 含 特定 比例 的 成 纤维 细胞 
和 内 皮 细 胞 ,由 其 组 成 ,或 基本 上 由 其 组 成 。 作 为 非 限 制 性 实例 ,成 纤维 细胞 的 合适 比例 包 
插 约 5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90 和 95% 的 成 纤维 细胞 , 包 
括 其 中 的 增 量 ,作为 非 限制 性 实例 , 内皮 细 胞 的 合适 比例 包括 约 5、10、15、20、25、30、35、40、 
45、50、55、60、65、70、75、80、85、90 和 95% 的 内 皮 细 胞 ,包括 其 中 的 增 量 , 在 某 些 实施 方案 
中 , 间 质 层 包括 特定 比 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 ,由 其 组 成 ,或 基本 上 由 其 组 成 ,在 某 些 实 
施 方 案 中 ,成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 为 至 少 5:95、10:90、15:85、20:80、25:75、30:70、35: 
65、40:60、45:65,50:50、55:45、60:40、65:35、70:30、75:25、80:20、85:15、90:10 或 95:5, 包 
括 其 中 的 增 量 ,在 某 些 实施 方案 中 ,成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 不 超过 5:95、10:90、15:85、 
20:80、25:75、30:70、35:65、40:60、45:65、50:50、55:45、60:40、65:35、70:30、75:25、80: 
20、85:15、90:10 或 95:5, 包 括 其 中 的 增 量 。 在 某 些 实施 方案 中 ,成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 
为 约 50:50。 在 某 些 实施 方案 中 ,成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 为 约 60:40 至 约 40:60。 

[0064] “范围 广泛 的 细胞 浓度 适用 于 生物 墨 。 生 物 墨 适合 为 连续 沉积 生物 打印 技术 制备 ， 
其 中 作为 非 限 制 性 实例 ,细胞 的 浓度 包括 约 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、20、30、40、50、60、70、 
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80、90、100、110、120、130、140、150、160、170、180、190、200、225、250、275、300 或 更 多 百 万 个 
细胞 / 诸 升 生物 墨 。 在 一 个 特定 实施 方案 中 ,为 连续 沉积 生物 打印 制备 的 生物 墨 包含 约 1-2 
亿 个 细胞 /mL。 生 物 墨 适合 为 喷 墨 沉积 生物 打印 技术 制备 ,其 中 作为 非 限 制 性 实例 ,细胞 的 
浓度 包括 约 0.25.0.5、1、2、3、5、10、15 或 更 多 百 万 个 细胞 / 训 升 生物 墨 。 在 一 个 特定 实施 方 
案 中 ,为 喷 墨 沉积 生物 打印 制备 的 生物 墨 包 含 约 1-5 百 万 个 细胞 ]mL。 在 一 个 特定 实施 方案 
中 ,为 喷 墨 沉积 生物 打印 制备 的 生物 墨 包 含 约 1-4 百 万 个 细胞 /mL。 在 一 个 特定 实施 方案 中 ， 
为 喷 墨 沉积 生物 打印 制备 的 生物 墨 包含 约 1-3 百 万 个 细胞 /mL。 在 一 个 特定 实施 方案 中 ,为 
喷 墨 沉积 生物 打印 制备 的 生物 墨 包含 约 1-2 百 万 个 细胞 /mL。 

[0065] ”在 某 些 实施 方案 中 , 肾 间 质 生物 墨 包含 5000 万 至 10 亿 个 细胞 /毫升 .在 某 些 实施 方 
案 中 , 肾 间 质 生物 墨 包含 5000 万 至 9 亿 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实施 方案 中 , 肾 间 质 生 物 墨 包 含 
5000 万 至 8 亿 个 细胞 /毫升 。 在 某 些 实施 方案 中 ,民间 质 生 物 墨 包含 5000 万 至 7 亿 个 细胞 / 宫 
升 。 在 某 些 实施 方案 中 , 肾 间 质 生 物 墨 包含 5000 万 至 6 亿 个 细胞 /毫升 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 
肾 间 质 生物 墨 包含 5000 万 至 5 亿 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实施 方案 中 , 肾 间 质 生物 墨 包含 5000 
万 至 4 亿 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实施 方案 中 , 肾 间 质 生 物 黑 包含 5000 万 至 3 亿 个 细胞 /毫升 ,在 
某 些 实施 方案 中 , 肾 间 质 生物 墨 包 含 5000 万 至 2 亿 个 细胞 /毫升 。 在 某 些 实施 方案 中 , 肾 间 质 
生物 墨 包含 7500 万 至 6 亿 个 细胞 /毫升 .在 某 些 实施 方案 中 , 肾 间 质 生 物 墨 包含 1 亿 至 6 亿 个 
细胞 /毫升 。 在 某 些 实施 方案 中 , 肾 间 质 生物 墨 包 含 1 亿 至 5 亿 个 细胞 /毫升 。 在 某 些 实施 方案 
中 , 肾 间 质 生物 墨 包含 1 亿 至 4 亿 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实施 方案 中 , 肾 间 质 生物 墨 包含 1 亿 至 
3 亿 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实施 方案 中 , 肾 间 质 生物 墨 包含 1 亿 人 至 2 亿 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实 
施 方案 中 , 肾 间 质 生物 墨 包含 1 亿 至 1.5 亿 个 细胞 /毫升 。 

[0066] ”在 某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 生物 墨 包含 25 万 至 500 万 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实施 方 
案 中 , 肾 上 皮 生物 墨 包含 25 万 至 400 万 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 生物 墨 包含 
25 万 至 300 万 个 细胞 / 宣 升 。 在 某 些 实施 方案 中 , 肯 上 皮 生 物 墨 包含 25 万 至 200 万 个 细胞 /这 
升 。 在 某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 生物 墨 包 含 25 万 至 100 万 个 细胞 /毫升 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 
肾 上 皮 生物 墨 包含 50 万 至 500 万 个 细胞 / 宫 升 ,在 某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 生物 墨 包含 50 万 
至 400 万 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 生物 墨 包含 50 万 至 300 万 个 细胞 /毫升 ,在 
某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 生物 墨 包含 50 万 至 200 万 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 
生物 墨 包含 50 万 至 100 万 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 生物 墨 包 含 100 万 至 500 
万 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 生物 墨 包含 100 万 至 400 万 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 
实施 方案 中 , 肾 上 皮 生物 墨 包 含 100 万 至 300 万 个 细胞 /毫升 ,在 某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 生 
物 墨 包含 100 万 至 200 万 个 细胞 /毫升 。 

[0067] ”在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 生 物 墨 的 密度 小 于 间 质 生物 墨 的 密度 。 在 某 些 实施 方案 
中 , 间 质 生物 墨 的 密度 与 上 皮 生 物 墨 的 密度 之 比 为 约 300:1; 约 275:1; 约 250:1; 约 225:1; 约 
200:1; 约 175:1; 约 150:1, 约 125:1; 约 100:1, 约 75:1 或 约 50:1。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 生 
物 墨 的 密度 与 上 皮 生 物 墨 的 密度 的 比值 为 约 300:1 至 约 50:1。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 生物 
墨 的 密度 与 上 皮 生 物 墨 的 密度 的 比率 为 约 250:1 至 约 75:1。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 生物 墨 
的 密度 与 上 皮 生 物 墨 的 密度 的 比率 为 约 200:1 至 约 75:1。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 生物 墨 的 
密度 与 上 皮 生 物 墨 的 密度 的 比值 为 约 150:1 至 约 75:1。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 生物 墨 的 密 
度 与 上 皮 生 物 墨 的 密度 的 比值 为 约 125:1 至 约 75:1。 


16 


CN 107002033 B 说 明 书 12/23 页 


[0068] ”在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 是 粘性 液体 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 是 半 固 体 。 在 
某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 是 固体 .在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 大 于 100 厘 泊 。 在 某 些 实 
施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 大 于 200 厘 泊 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 大 于 500 厘 泊 。 在 
某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 大 于 1,000 厘 泊 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 大 于 2， 
000 厘 泊 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 大 于 5,000 厘 泊 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 
粘度 大 于 10,000 厘 泊 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 大 于 20,000 厘 泊 。 在 某 些 实施 方案 
中 ,生物 墨 的 粘度 大 于 50 ,000 厘 泊 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 大 于 100,000 厘 泊 。 在 
某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 小 于 100 厘 泊 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 小 于 200 厘 
泊 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 小 于 500 厘 泊 。 在 某 些 实施 方 案 中 ,生物 墨 的 粘度 小 于 
1,000 厘 泊 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 小 于 2 ,000 厘 泊 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 
的 粘度 小 于 5,000 厘 泊 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 小 于 10 ,000 厘 泊 。 在 某 些 实施 方 
案 中 ,生物 墨 的 粘度 小 于 20,000 厘 泊 。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 小 于 50 ,000 厘 泊 。 
在 某 些 实施 方案 中 ,生物 墨 的 粘度 小 于 100,000 厘 泊 。 

[0069] ”在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 为 至 少 50pm。 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 
管 模型 的 平均 厚度 为 至 少 100pm。 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 为 至 少 200nm。 
在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 为 至 少 300nm。 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 
的 平均 厚度 为 至 少 400pm, 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 为 至 少 500pm。 在 一 些 
实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 为 至 少 600nm, 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 
厚度 为 至 少 700hm。 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模 型 的 平均 厚度 为 至 少 800hm。 在 一 些 实施 方 
案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 为 至 少 900bm, 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 为 
至 少 1000pm, 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 在 50nm 和 1000bm 之 间 , 在 一 些 实施 
方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 在 75um 和 1000um 之 间 。 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平 
均 厚 度 在 100um 和 1000um 之 间 。 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 在 200um 和 1000n 
m 之 间 。 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 在 500umn 和 1000hm 之 间 。 在 一 些 实施 方案 
中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 在 50nm 和 500pm 之 间 。 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚 
度 在 50hm 和 300bm 之 间 , 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 在 50um 和 200hm 之 间 。 在 
一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 在 50um 和 150um 之 间 。 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 
模型 的 平均 厚度 在 50umn 和 125hm 之 间 。 在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 平均 厚度 在 75um 和 
100um 之 间 。 

[0070] ”在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 表面 积 至 少 为 0.01cm ,在 一 些 实施 方案 中 , 肾 
小 管 模型 的 表面 积 至 少 为 0.02c ,在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 表面 积 至 少 为 
0.03cm ,在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模 型 的 表面 积 至 少 为 0.04cmi ,在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 
管 模型 的 表面 积 至 少 为 0.05cm ,在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 表面 积 至 少 为 0.06cm。 
在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 表面 积 至 少 为 0.07cm’ ,在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 
的 表面 积 至 少 为 0.08cm ,在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模 型 的 表面 积 至 少 为 0.09cm 。 在 一 些 
实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 表面 积 至 少 为 0.10cm”, 在 一些 实 施 方案 中 , 肾 小 管 模 型 的 表面 
积 至 少 为 0.11cm ,在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 表面 积 至 少 为 0.12cm ,在 一 些 实施 方 
案 中 , 肾 小 管 模型 的 表面 积 小 于 0.5cm ,在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 表面 积 小 于 
0.4cm ,在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模 型 的 表面 积 小 于 0.3cm’ ,在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模 
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型 的 表面 积 小 于 0.2cm ,在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 表面 积 小 于 0. Lem 

[0071] ” 肾 小 管 模型 的 结构 特征 

[0072] ”本 公开 的 肾 小 管 模 型 可 以 以 许多 配置 进行 结构 安排 ,在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 
织 层 和 间 质 组 织 层 是 独立 的 结构 上 不 同 的 层 , 二 者 直接 接触 或 间隔 1、2、3、4、5、6、7、8、9、 
10、15、20hm 或 更 多 ,包括 其 中 的 增 量 。 在 某 些 实施 方案 中 ,间隔 是 由 于 在 两 层 之 间 的 细胞 外 
基质 的 分 泌 和 沉积 ,为 了 本 公开 的 目的 将 其 视 为 接触 .在 正常 生理 组 织 细胞 和 细胞 层 被 极 
化 以 具有 面向 其 他 细胞 或 组 织 基质 的 顶端 ( 面 朝 内 腔 ) 表面 和 基底 外 侧 表 面 .为 了 本 文公 开 
的 肾 小 管 模型 的 目的 ,基底 外 侧 表 面 是 指 面向 另 一 细胞 、 细 胞 外 基质 或 生物 相 容 性 膜 或 培 
养 容器 表面 的 表面 .为 了 本 文公 开 的 肾 小 管 模型 的 目的 ,顶端 表面 是 指 远离 生物 相 容 性 膜 
或 培养 容器 表面 的 表面 。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 的 基底 外 侧 表 面 是 连接 到 生物 相 
容 性 膜 或 培养 容器 的 表面 ;并 且 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 是 未 连接 到 生物 相 容 性 膜 或 培养 容 
器 的 表面 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 沉积 在 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 上 并 形成 层 , 从 而 
形成 两 个 结构 不 同 的 层 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 和 间 质 组 织 层 是 连续 接触 的 。 在 某 
些 实施 方案 中 ,至少 99% 的 上 皮 组 织 层 与 间 质 组 织 层 连 续 接 触 . 在 某 些 实施 方案 中 , 至 少 
95% 的 上 皮 组 织 层 与 间 质 组 织 层 连续 接触 ,在 某 些 实施 方案 中 ,至 少 90% 的 上 皮 组 织 层 与 
间 质 组 织 层 连续 接触 。 在 某 些 实施 方案 中 ,至 少 80% 的 上 皮 组 织 层 与 间 质 组 织 层 连续 接触 。 
在 某 些 实施 方案 中 ,至 少 70% 的 上 皮 组 织 层 与 间 质 组 织 层 连 续 接触 ,在 某 些 实施 方案 中 ,至 
少 60% 的 上 皮 组 织 层 与 间 质 组 织 层 连续 接触 .在 某 些 实施 方案 中 ,至 少 50% 的 上 皮 组 织 层 
与 间 质 组 织 层 连 续 接触 。 在 某 些 实施 方案 中 ,小 于 99% 的 上 皮 组 织 层 与 间 质 组 织 层 连续 接 
触 , 在 某 些 实施 方案 中 , 少 于 98% 的 上 皮 组 织 层 与 间 质 组 织 层 连续 接触 ,在 某 些 实施 方案 
中 ,小 于 97% 的 上 皮 组 织 层 与 间 质 组 织 层 连 续 接 触 。 在 某 些 实施 方案 中 ,小 于 95% 的 上 皮 组 
织 层 与 间 质 组 织 层 连续 接触 。 在 某 些 实施 方案 中 , 少 于 90% 的 上 皮 组织 层 与 间 质 组 织 层 连 
续 接 触 。 在 某 些 实施 方案 中 ,小 于 80% 的 上 皮 组 织 层 与 间 质 组 织 层 连续 接触 。 在 某 些 实施 方 
案 中 ,上 皮 组 织 层 完全 覆盖 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 .在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组织 层 覆盖 间 
质 组 织 层 的 顶端 表面 的 至 少 99% 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 履 盖 间 质 组 织 层 的 顶端 
表面 的 至 少 95% 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 覆盖 间隙 组 织 层 顶 端 表面 的 至 少 90% „Е 
某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 覆盖 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 的 至 少 80% ,在 某 些 实施 方案 中 ， 
上 皮 组 织 层 覆盖 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 的 至 少 70% 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 履 盖 
间 质 组 织 层 的 顶端 表面 的 至 少 60% 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 覆盖 间 质 组 织 层 的 顶 
端 表面 的 至 少 50% 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 履 盖 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 的 小 于 
99% 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 覆 盖 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 的 小 于 98% 。 在 某 些 实施 
方案 中 ,上 皮 组 织 层 覆盖 了 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 的 小 于 97% 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 
织 层 覆盖 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 的 小 于 95% 。 在 某 些 实施 方案 中 , 上皮 组 织 层 覆盖 间 质 组 
织 层 顶端 表面 的 小 于 90% 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 履 盖 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 的 
小 于 80% 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 履 盖 间 隙 组 织 层 的 顶端 表面 的 小 于 70%%。 

[0073] ”上皮 组 织 层 的 结构 
[0074] ”通常 ,上 皮 组 织 细胞 与 相 邻 细胞 形成 紧密 连接 ,紧密 连接 的 标志 是 跨 膜 蛋白 家 族 
钙 粘 和 蛋白。 其 中 之 一 ,E- 钙 粘 蛋 白 ,在 肾 组 织 的 紧密 连接 处 特别 突出 ,并 标志 着 其 形成 。 在 某 
些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 由 形成 紧密 连接 的 细胞 组 成 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 中 
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的 基本 上 所 有 细胞 与 至 少 一 个 相 邻 细胞 形成 紧密 连接 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 中 
至 少 99% 的 细胞 与 至 少 一 个 其 它 细 胞 形成 紧密 连接 ,在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 中 至 

少 95% 的 细胞 与 至 少 一 个 其 它 细 胞 形成 紧密 连接 ,在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 中 至 少 
90% 的 细胞 与 至 少 一 个 其 它 细 胞 形成 紧密 连接 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 中 至 少 
80% 的 细胞 与 至 少 一 个 其 它 细 胞 形成 紧密 连接 ,在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 中 至 少 
70% 的 细胞 与 至 少 一 个 其 它 细 胞 形成 紧密 连接 ,在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 中 至 少 
60% 的 细胞 与 至 少 一 个 其 它 细 胞 形成 紧密 连接 。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 中 至 少 
50% 的 细胞 与 至 少 一 个 其 它 细胞 形成 紧密 连接 。 
[0075] ”细胞 层 的 活力 和 密度 
[0076] “通过 本 公开 的 方法 生物 打印 的 优点 在 于 细胞 可 以 以 高 密度 和 高 活力 打印 。 在 某 些 
实施 方案 中 , 间 质 细胞 层 的 密度 为 至 少 1 X 105 个 细胞 /mL 。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 细胞 层 
的 密度 为 至 少 5X10'" 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 细胞 层 的 密度 为 至 少 10X10* 个 细 
胞 /mL 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 细胞 层 的 密度 为 至 少 20X10" 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 
中 , 间 质 细胞 层 的 密度 为 至 少 50X10* 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 细胞 层 的 密度 为 
至 少 100 X10" 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 细胞 层 的 密度 为 至 少 200 X10" 个 细胞 / 
mL。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 细胞 层 的 密度 为 至 少 500X 10* 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 中 ， 
间 质 细胞 层 的 密度 在 约 100X 10" 个 细胞 /mL 和 约 900X 10' 个 细胞 之 间 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 
间 质 细胞 层 的 密度 在 约 100X10" 个 细胞 /mL 和 约 700X10" 个 细胞 之 间 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 
间 质 细胞 层 的 密度 在 约 100X 105 个 细胞 /mL 和 约 600X 105 个 细胞 之 间 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 
间 质 细胞 层 的 密度 在 约 100 x 105 个 细胞 /mL 和 约 500X 105 个 细胞 之 间 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 
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间 质 细胞 层 的 密度 在 约 100X10" 个 细胞 /mL 和 约 300X10" 个 细胞 之 间 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 

间 质 细胞 层 的 密度 在 约 100X10" 个 细胞 /mL 和 约 200X10" 个 细胞 之 间 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 

间 质 组 织 层 的 活力 大 于 99 体 积 %% 的 活 细胞 。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 的 活力 大 于 体 
积 的 95 体 积 % 的 活 细胞 ,在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 的 活力 大 于 90 体 积 % 的 活 细 胞 ,在 
某 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 的 活力 大 于 80 体 积 % 活 细胞 ,在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 
的 活力 大 于 70 体 积 % 活 细胞 ,在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 的 活力 大 于 60 体 积 % 活 细胞 。 
在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 组 织 层 的 活力 大 于 50 体 积 % 活 细胞 ,在 某 些 实施 方案 中 ,这 种 活力 
在 打印 后 保持 至 少 8、12、24、48、72、96 或 更 多 个 小 时 ,在 某 些 实施 方案 中 ,该 活力 在 打印 后 
保持 至 少 1.2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、21 或 更 多 天 ,在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 
层 的 密度 至 少 为 1 X 10 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 至 少 为 2X 10 个 
细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 为 至 少 5X10 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 
中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 至 少 为 1X10' 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 为 
至 少 5X10' 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 为 至 少 10X10' 个 细胞 /mL。 在 
某 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 为 至 少 20X105 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 
胞 层 的 密度 为 至 少 50 X10" 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 为 至 少 100 х 
10" 个 细胞 /mL 在 菜 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 至 少 为 200 X10 个 细胞 /mL 在 某 些 实 
施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 为 至 少 500 X10 个 细胞 /mL 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 
的 密度 小 于 1X10" 个 细胞 /mL, 在 某 些 实 施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 小 于 2X10° 个 细胞 / 
mL。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 小 于 5X10" 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 中 , 上皮 
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细胞 层 的 密度 小 于 1 X10" 个 细胞 /mL。 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 小 于 5 X10" 个 
细胞 /mL 在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 细 胞 层 的 密度 小 于 10X10" 个 细胞 /mL。 在 菜 些 实施 方案 
中 ,上 皮 组 织 层 的 活力 大 于 99 体 积 % 的 活 细胞 .在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 的 活力 大 于 
95 体 积 % 活 细胞 ,在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 的 活力 大 于 90 体 积 % 活 细胞 ,在 某 些 实施 
方案 中 ,上 皮 组 织 层 的 活力 大 于 80 体 积 %% 活 细胞 .在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 的 活力 大 
于 70 体 积 % 活 细胞 ,在 某 些 实施 方案 中 ,上 皮 组 织 层 的 活力 大 于 60 体 积 % 活 细胞 ,在 某 些 实 
施 方 案 中 ,上 皮 组 织 层 的 活力 大 于 50 体 积 % 活 细胞 ,在 某 些 实施 方案 中 ,该 活力 在 打印 后 保 
持 至 少 8、12、24、48、72 或 96 小 时 ,在 某 些 实施 方案 中 ,该 活力 在 打印 后 保持 至 少 1、2、3、4、5、 
6、7、8、9、10、11、12、13 或 14 天 。 
[0077] ”组 织 结构 的 均匀 性 
[0078] ”使 用 本 公开 的 方法 生物 打印 的 一 个 优点 是 通过 反映 在 相应 组 织 中 的 工艺 获得 高 
度 的 均匀 性 .在 某 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 模型 的 厚度 基本 上 是 均匀 的 ,在 某 些 实 施 方案 中 ， 
大 于 99% 的 肾 小 管 模型 在 肾 小 管 模型 的 总 体 平均 厚度 的 +/-10% 内 ,在 某 些 实施 方案 中 ,大 
于 95% 的 肾 小 管 模型 在 肾 小 管 模型 的 总 体 平均 厚度 的 +/-10% 内 ,在 某 些 实施 方案 中 ,大 于 
90% 的 肾 小 管 模型 在 肾 小 管 模型 的 总 体 平 均 厚 度 的 +/-10% 内 .在 某 些 实施 方案 中 ,大 于 
80% 的 肾 小 管 模型 在 肾 小 管 模型 的 总 体 平均 厚度 的 +/-10% 内 。 在 某 些 实施 方案 中 ,大 于 
70% 的 肾 小 管 模型 在 肾 小 管 模型 的 总 体 平均 厚度 的 +/-10% 内 ,在 某 些 实施 方案 中 ,大 于 
99%% 的 肾 小 管 模型 在 肾 小 管 模型 的 总 体 平 均 厚 度 的 +/-20% 内 。 在 某 些 实施 方案 中 ,大 于 
95%% 的 肾 小 管 模型 在 肾 小 管 模型 的 总 体 平 均 厚 度 的 +/-20% 内 。 在 某 些 实施 方案 中 ,大 于 
90%% 的 肾 小 管 模 型 在 肾 小 管 模型 的 总 体 平 均 厚 度 的 +/-20% 内 。 在 某 些 实施 方案 中 ,大 于 
80% 的 肾 小 管 模 型 在 肾 小 管 模 型 的 总 体 平 均 厚 度 的 +/-20% 内 。 在 某 些 实施 方案 中 ,大 于 
70% 的 肾 小 管 模型 在 凤 小 管 模型 的 总 体 平均 厚度 的 +/-20% 内 。 
[0079] ”生物 墨 和 细胞 层 的 非 细 胞 组 分 
[0080] ”通常 ,生物 打印 的 细胞 或 生物 墨 含有 改善 其 对 于 生物 打印 的 适用 性 的 赋 形 剂 或 挤 
出 化 合 物 。 挤 出 化 合 物 的 实例 包括 但 不 限于 凝 胶 , 水 凝 胶 , 肽 水 凝 胶 , 基 于 氨基 酸 的 凝 胶 , 表 
面 活性 剂 多 元 醇 (例如 ,Pluronic F-127 或 PF-127) , 热 响 应 性 聚合 物 ,透明 质 酸 盐 , 菠 酸 盐 ， 
细胞 外 基质 组 分 (及 其 衍生 物 ) ,胶原 ,明胶 ,其 他 生物 相 容 性 天 然 或 合成 聚合 物 ,纳米 纤维 ， 
和 自 组 装 纳米 纤维 。 在 一 些 实施 方案 中 , 挤 出 化 合 物 含有 合成 聚合 物 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 
挤 出 化 合 物 含有 通常 不 与 哺乳 动物 组 织 结合 合 的 非 合成 聚合 物 ,其 通常 与 哺乳 动物 组 织 不 相 
关 。 在 一 些 实施 方案 中 ,通过 物理 ,化 学 或 酶 学 手段 在 生物 打印 之 后 除去 挤 出 化 合 物 。 在 一 
些 实施 方案 中 ,本 公开 的 生物 墨 含有 按 重 量 计 超过 1% 的 挤 出 化 合 物 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 
本 公开 的 肾 小 管 模 型 包含 按 重 量 计 超过 1% 的 挤 出 化 合 物 ,在 一 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 生 
物 墨 含有 按 重 量 计 小 于 5% 的 挤 出 化 合 物 ,在 一 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 生物 墨 含有 按 重 量 
计 小 于 2%% 的 挤 出 化 合 物 。 在 一 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 生物 墨 含有 按 重量 计 小 于 1%% 的 挤 
出 化 合 物 , 在 一 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 肾 小 管 模型 包含 按 重 量 计 小 于 5% 的 挤 出 化 合 物 。 
к. 中 ,本 公开 的 肾 小 管 模型 包含 按 重量 计 小 于 2% 的 挤 出 化 合 物 ,在 一 些 实施 
案 中 ,本 公开 的 肾 小 管 模型 包含 按 重 量 计 小 于 1% 的 挤 出 化 合 物 ,在 一 些 实施 方案 中 ,上 
he и 上 皮 生 物 墨 不 含 挤 出 化 合 物 。 在 一 些 实施 方案 
中 ,上 皮 生 物 墨 不 含 用 作 化 合 物 中 的 赋 形 剂 或 挤 出 化 合 物 (estrus) 的 合成 聚合 物 。 在 一 些 
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实施 方案 中 , 虹 小 管 模型 不 含 用 作 赋 形 剂 或 挤 出 化 合 物 的 合成 聚合 物 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 
上 皮 细 胞 层 不 含 用 作 赋 形 剂 或 挤 出 化 合 物 的 合成 聚合 物 。 在 一 些 实施 方案 中 , 间 质 细胞 层 
不 含 用 作 赋 形 剂 或 挤 出 化 合 物 的 合成 聚合 物 。 
[0081] ”打印 曲面 
[0082] 本文 提 供 了 连接 到 生物 相 容 表面 的 肾 小 管 模型 ,在 某 些 实施 方案 中 ,将 间 质 组 织 
层 打 印 到 生物 相 容 性 表面 上 ,在 某 些 实施 方案 中 ,生物 相 容 性 表面 是 孔径 大 于 0.4um 的 膜 。 
在 某 些 实施 方案 中 ,生物 相 容 性 表面 的 孔径 为 约 lum。 在 某 些 实施 方案 中 ,生物 相 容 性 表面 
涂 履 有 组 合 物 以 改善 细胞 粘 附 或 活力 。 在 某 些 实施 方案 中 ,将 肾 小 管 模 块 modules) 打印 到 
6 孔 、12 孔 .24 孔 、48 孔 ,96 孔 或 384 孔 板 中 。 在 某 些 实施 方案 中 ,将 肾 小 管 模块 打印 到 直径 为 
60、100 或 150mm 或 更 大 的 组 织 培养 板 中 ,在 某 些 实施 方案 中 ,将 肾 小 管 模块 打印 到 组 织 培养 
瓶 中 或 微 流 体 芯 片上 。 在 某 些 实施 方案 中 , 凤 小 管 模块 打印 到 transwel1 插 入 物 中 /上 。 
[0083] ” 肾 小 管 模型 的 生产 工艺 
[0084] ”本 公开 支持 用 于 制造 肾 小 管 模 型 的 方法 和 工艺 。 在 某 些 实施 方案 中 ,三 维 工 程 化 
生物 学 肯 小 管 模型 的 产品 通过 生物 打印 的 工艺 产生 。 在 某 些 实施 方案 中 ,三维 工程 化 生物 
学 肾 小 管 模型 的 产品 的 至 少 一 种 成 分 通过 生物 打印 的 工艺 产生 ,在 某 些 实施 方案 中 ,三 维 
工程 化 生物 学 肾 小 管 模 型 的 制造 工艺 包括 :制备 肾 间 质 生 物 墨 ,所 述 间 质 生物 墨 包 含 多 种 
间 质 细胞 类 型 ,所 述 间 质 细胞 类 型 包含 肾 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 ;制备 月 上 皮 生 物 黑 ,所 述 
上 皮 生 物 墨 包含 凤 小 管 上 皮 细 胞 ;沉积 所 述 肾 间 质 生物 墨 和 所 述 肾 上 皮 生 物 黑 ,使 得 所 述 
肾 上 皮 生物 墨 在 所 述 肾 间 质 生物 墨 的 层 的 至 少 一 个 表面 上 形成 层 ;和 使 沉积 的 生物 墨 在 细 
胞 培养 基 中 成 熟 以 使 细胞 粘 附 来 形成 三 维 工程 化 生物 学 肾 小 管 模型 ,在 某 些 实施 方案 中 ， 
所 述 肾 间 质 组 织 生 物 墨 形成 具有 顶端 和 基底 外 侧 表面 的 肾 间 质 组 织 层 , 在 某 些 实施 方案 
中 ,所 述 凤 上皮 生 物 墨 与 所 述 肾 间 质 组 织 层 的 顶端 表面 接触 沉积 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 
肾 上 皮 生物 墨 基本 上 由 肾 小 管 上 皮 细 胞 组 成 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 上 皮 生 物 墨 基本 
上 由 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 组 成 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 分 离 自 患 有 
影响 肾 功 能 的 疾病 的 受 试 者 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 原 代 肾 小 管 上 皮 细 胞 分 离 自 患 有 多 
圳 性 骨 病 的 受 试 者 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 原 代 凤 小 管 上 皮 细 胞 分 离 自 患 有 II 型 糖尿 病 
的 受 试 者 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 上 皮 生 物 墨 包含 肾 细 胞 癌 细 胞 。 在 某 些 实施 方案 中 ， 
所 述 肾 上 皮 生 物 墨 以 单 层 沉积 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 组 织 生物 墨 以 单 层 沉积 ,在 
ЖЕЖ P , ВКР ЕЈ БРА ЛАН НЕ e hu Е АЕ Jy З rh , B 
ЖЕ ЕЛЕ Л па АТАК Pf [Н] ЛА ZH 29 J BJ о НН 5096 Д EATE o ТЕШЕ S pla 7 R 
rH, ВКР ЕЕЕ JS JÉ Е та ЛЛ Ж ЇН] ЛА R Д) Т 22 ТА ДТО % ВД ЕНУ. ТЕЕ SE 
Jü 7; 3, ВРЕ EREDE AE u ТО Pf [i] ЛА ZH 29 BJ О о ЖЕПП А9096 以 上 的 层 。 在 
жон З, ВЕБ ЕНГЕ ЕЛЛА 2 250% 5 ЕР ЕЛАНА Е 26 E 2 ТЕ 
某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 层 的 肾 上 皮 细胞 的 至 少 70%% 与 其 它 皮 上皮 细 胞 形成 紧密 连接 。 在 
某 些 实施 方案 中 , 肾 上 皮 层 的 肾 上 皮 细胞 的 至 少 90%% 与 其 它 肾 上 皮 细 胞 形成 紧密 连接 。 在 
某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 小 管 模型 的 厚度 在 50 和 500hnm 之 间 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 小 
管 模型 为 约 100um 厚 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 上 皮 生 物 墨 还 包含 挤 出 化 合 物 。 在 某 些 实 
施 方案 中 ,所 述 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 约 95:5 至 约 5:95 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存 
在 于 所 述 肾 间 质 生物 墨 中 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 约 75:25 至 约 
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25:75 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存 在 于 所 述 肾 间 质 生 物 墨 中 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 
成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 约 60:40 至 约 40:60 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 之 比 存 在 于 所 述 肾 
间 质 生物 墨 中 。 在 某 些 实施 方案 中 ,成 纤维 细胞 和 内 皮 细 胞 以 约 50:50 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 
细胞 之 比 存 在 于 所 述 肾 间 质 生物 墨 中 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 生 物 黑 还 包含 分 泌 
细胞 .在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 生物 墨 还 包含 免疫 细胞 .在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 
间 质 生物 墨 还 包含 挤 出 化 合 物 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 红 间 质 生物 墨 包 含 肯 小 球 细胞 。 在 
某 些 实施 方案 中 ,所 述 模型 基本 上 不 含 预先 形成 的 支架 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 明成 纤维 
细胞 .内皮 细胞 和 肾 小 管 上 皮 细 胞 是 哺乳 动物 细胞 .在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 间 质 生物 黑 
或 肯 上 皮 生 物 墨 中 任 一 者 在 沉积 后 形成 平面 层 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 小 管 模 型 具有 
均匀 的 厚度 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 生物 墨 沉 积 到 生物 相 容 性 膜 上 。 在 某 些 实施 方 
案 中 ,所 述 肾 间 质 生物 墨 沉积 到 孔径 大 于 0.4um 的 生物 相 容 性 膜 上 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 
述 芭 间 质 生物 墨 沉 积 到 孔径 为 约 1num 的 生物 相 容 性 膜 上 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 三 维 工程 
化 生物 学 肾 小 管 模型 沉积 以 形成 阵列 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 三 维 工程 化 生物 学 肾 小 管 
模型 沉积 以 形成 这 样 的 阵列 ,所 述 阵列 被 配置 为 允许 每 个 肾 小 管 模型 之 间 的 间隔 在 约 20pm 
和 约 100pm 之 间 , 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 生 物 墨 为 至 少 30 体 积 % 的 活 细 胞 ,在 某 些 
实施 方案 中 ,所 述 肾 间 质 生物 墨 为 至 少 70 体 积 % 的 活 细胞 ,在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 凤 间 质 
生物 墨 为 至 少 90 体 积 %% 的 活 细 胞 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 肯 间 质 生物 墨 通过 挤 出 生物 打 
印 来 沉积 。 在 某 些 实施 方案 中 ,所 述 皮 上 皮 生 物 墨 通过 喷 墨 生物 打印 来 沉积 。 在 某 些 实施 方 
案 中 ,所 述 骨 小 管 模型 的 任何 层 在 体外 培养 3 天 后 的 培养 物 中 是 具有 活力 的 。 在 某 些 实施 方 
案 中 ,所 述 肾 小 管 模型 的 任何 层 在 体外 培养 10 天 后 的 培养 物 中 是 具有 活力 的 。 

[0085] 《在 某 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 3D 肾 小 管 模型 通过 附加 制造 工艺 (additive 
manufacturing process) 生产 ,用 于 本 文 的 3D 肾 小 管 模型 的 附加 制造 工艺 允许 定制 制造 用 
于 体外 目的 的 3D 肾 小 管 模型 .其 重要 性 在 于 组 织 是 由 于 用 户 指 定 的 设计 制造 的 。 在 某 些 实 
施 方案 中 ,3D 肾 小 管 模型 仅 包 含 用 户 指定 的 细胞 。 在 某 些 实施 方案 中 ,3D 肾 小 管 模型 仅 包 含 
用 户 指定 的 细胞 类 型 ,在 某 些 实施 方案 中 ,3D 肾 小 管 模型 仅 包含 用 户 指定 的 细胞 数量 或 细 
胞 浓度 ,在 某 些 实施 方案 中 ,3D 肾 小 管 模 型 包含 在 制造 之 前 或 期 间 用 小 分 子 、 治 疗 性 分 子 或 
治疗 性 物质 处 理 的 细胞 ,治疗 性 分 子 或 物质 是 则 在 治疗 疾病 或 引发 生物 反应 的 任何 分 子 。 
在 某 些 实施 方案 中 ,3D 肾 小 管 模型 包含 生物 相 容 性 或 组 织 培 养 塑 料 、 生 物 相 容 性 合成 聚合 
物 、 可 交 联 凝 胶 、 可 递交 联 凝 股 和 其 它 非 细 胞 成 分 。 

[0086] ” 肾 小 管 模型 的 成 熟 

[0087] ”在 某 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 肾 小 管 模型 在 生物 打印 后 成 熟 一 定量 的 时 间 , 在 某 
些 实施 方案 中 ,模型 在 使 用 前 成 熟 至 少 1、.2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、16、18、24 小 时 或 更 
长 时 间 , 在 某 些 实施 方案 中 ,模型 在 使 用 前 成 熟 衬 少 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、 
15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、30 天 或 更 久 , 在 一 些 实施 方案 中 ， 
组 织 的 运输 或 转运 是 一 种 使 用 。 在 某 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 肾 小 管 模型 的 间 质 层 在 加 入 
上 皮层 之 前 生物 打印 之 后 成 熟 一 定量 的 时 间 。 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 层 在 使 用 前 成 熟 至 
少 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、16、18、24 小 时 或 更 久 , 在 某 些 实施 方案 中 , 间 质 层 在 使 用 
前 成 熟 至 少 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、 
26、27、28、29、30 天 或 更 久 。 在 一 些 实施 方案 中 ,组 织 的 运输 或 转运 是 一 种 使 用 ,在 一 些 实施 


22 


CN 107002033 B 说 明 书 18/23 页 


方案 中 ,在 间 质 层 的 生物 打印 之 后 的 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、16、18、24 小 时 内 将 上 
皮层 生物 打印 到 间 质 层 上 。 在 一 些 实施 方案 中 ,组 织 的 运输 或 转运 是 一 种 使 用 。 在 一 些 实施 
方案 中 ,在 间 质 层 的 生物 打印 后 的 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、 
20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30 天 内 将 上 皮层 生物 打印 到 间 质 层 上 。 

[0088] ”体外 测定 
[0089] ”在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 肾 小 管 和 阵列 用 于 体外 测定 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 
“测定 ”是 用 于 测试 或 测量 有 机 或 生物 样品 (例如 ,细胞 聚集 体 、 组 织 、 器 官 , 生 物体 等 ) 中 物 
质 (例如 化 学 品 、 分 子 、 生 物化 学 品 、 药 物 等 ) 的 存在 或 活性 的 程序 。 在 另外 的 实施 方案 中 , 测 
定 包括 定性 测定 和 定量 测定 。 还 在 男 外 的 实施 方案 中 ,定量 测定 测量 样品 中 的 物质 例如 化 
学 或 生物 分 子 的 量 。 
[0090] ”在 各 种 实施 方案 中 ,作为 非 限制 性 实例 , 肾 小 管 和 阵列 用 于 基于 图 像 的 测定 、 分 泌 
蛋白 质 的 测量 、 标 志 物 的 表达 以 及 和 蛋白质 或 mRNA 的 产生 ,在 各 种 其 它 实 施 方案 中 , 肾 小 管 和 
阵列 用 于 测定 以 检测 或 测量 以 下 中 的 一 种 或 多 种 :分 子 结合 (包括 放射 性 配 体 结合 ) ,分 子 
摄取 ,活性 (例如 酶 活性 和 受 体 活性 等 ) ,基因 表达 ,和 蛋白质 表达 ,蛋白 质 修饰 ( 非 限制 性 实例 
包括 :磷酸 化 , 泛 素 化 ,乙酰 化 , 糖 基 化 , 脂 化 等 ) , 受 体 激 动作 用 , 受 体 持 抗 作用 ,细胞 信号 传 
导 , 凋 亡 ,化 学 敏感 性 , 转 当 ,细胞 迁移 , 趋 化 性 ,细胞 活力 ,细胞 增殖 ,安全 性 ,功效 ,代谢 , 毒 
性 ,感染 性 和 滥用 倾向 ,在 各 种 实施 方案 中 , 肾 小 管用 于 毒 理学 、 药 物 或 毒性 测试 。 

[0091] ”在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 和 阵列 用 于 免疫 测定 。 免 疫 测 定 包 括 例 如 流 式 细 胞 术 ， 
高 通 量 或 低 通 量 图 像 分 析 ,免疫 沉淀 ,放射 免疫 测定 (RIA) , 酶 联 免 疫 吸 附 测定 ELISA) , & 
白质 印迹 , 同 源 测定 ,例如 AlphaLISATM 和 依赖 于 时 间 分 辨 荧光 或 亦 光 共振 能 量 转移 (FRET) 
的 相关 技术 。 在 另外 的 实施 方案 中 ,免疫 测定 是 竞争 性 免疫 测定 或 非 竞争 性 免疫 测定 。 在 竞 
争 性 免疫 测定 中 ,例如 ,样品 中 的 抗原 与 标记 的 抗原 竞争 与 抗体 结合 ,然后 测量 与 抗体 位 点 
结合 的 标记 抗原 的 量 。 在 非 竞争 性 免疫 测定 (也 称 为 “夹心 测定 ”) 中 ,例如 ,样品 中 的 抗原 与 
抗体 位 点 结合 ;随后 ,标记 的 抗体 与 抗原 结合 ,然后 测量 该 位 点 上 的 标记 抗体 的 量 。 
[0092] ”在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 和 阵列 用 于 ELISA。 在 另外 的 实施 方案 中 ,LISA 是 用 于 
检测 样品 中 抗体 或 抗原 存在 的 生物 化 学 技术 ,在 ELISA 中 ,例如 ,使 用 至 少 一 种 对 特定 抗原 
有 具 有 特异 性 的 抗体 ,作为 进一步 的 实例 ,将 具有 未 知 量 抗原 的 样品 非特 异性 地 (通过 吸附 到 
表面 ) 或 特异 性 地 (通过 由 “夹心 "ELISA 中 男 一 种 特异 于 该 抗原 的 抗体 捕获 ) 固定 在 固体 支 
持 物 (例如 , 聚 茶 乙烯 微量 滴定 板 ) 上 。 还 作为 另 一 个 实例 ,在 抗原 固定 化 之 后 ,加 入 检测 抗 
体 ,与 抗原 形成 复合 物 , 检 测 抗 体例 如 与 酶 共 价 连接 ,或 者 本 身 由 通过 生物 级 合 与 酶 连接 的 
第 二 抗体 检测 。 

[0093] ”例如 ,在 一 些 实施 方案 中 ,细胞 、 多 细胞 聚集 体 或 组 织 的 阵列 、 微 阵列 或 芯片 用 于 
药物 筛选 或 药物 发 现 。 在 另外 的 实施 方案 中 ,组 织 的 阵列 、 微 阵列 或 蕊 片 被 用 作用 于 药物 篇 
选 或 药物 发 现 的 试剂 盒 的 一 部 分 ,在 一 些 实施 方案 中 ,每 个 肾 小 管 存在 于 生物 相 容 性 多 孔 
容器 的 孔 内 ,其 中 所 述 容器 与 一 种 或 多 种 自动 化 药物 筛选 程序 和 /或 装置 兼容 。 在 另外 的 实 
施 方案 中 ,自动 化 药物 筛选 程序 和 /或 装置 包括 计算 机 或 机 器 人 辅助 的 任何 合适 的 程序 或 
装置 。 

[0094] ”在 另外 的 实施 方案 中 ,用 于 药物 筛选 测定 或 药物 发 现 测 定 的 阵列 用 于 研究 或 开发 
潜在 地 在 任何 治疗 领域 中 有 用 的 药物 ,还 在 另外 的 实施 方案 中 ,作为 非 限制 性 实例 ,合适 的 
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治疗 领域 包括 感染 性 疾病 ,血液 学 ,肿瘤 学 ,儿科 ,心脏 病 学 ,中 枢 神 经 系统 疾病 ,神经 病 学 ， 
胃 肠 病 学 ,肝脏 病 学 ,泌尿 学 ,不 育 症 ,眼科 学 ,肾脏 学 ,矫形 外 科学 ,疼痛 控制 ,精神 病 学 , 肺 
学 ,疫苗 ,伤口 愈合 ,生理 学 ,药理 学 ,皮肤 病 学 ,基因 治疗 , 毒 理 学 ,毒性 和 免疫 学 。 

[0095] ”在 一 些 实施 方案 中 , 肾 小 管 和 阵列 用 于 基于 细胞 的 筛选 在 另外 的 实施 方案 中 , 基 
于 细胞 的 筛选 用 于 一 种 或 多 种 感染 性 疾病 ,例如 病毒 、 真菌、 细菌 或 寄生 虫 感染 。 在 另外 的 
实施 方案 中 ,基于 细胞 的 和 选用 于 肾 癌 ,包括 肾 细 胞 癌 , 近 肾 小 球 细胞 肿瘤 (PF ЖОШ) ,血管 
平滑肌 脂肪 瘤 ,上 大 哮 酸 粒 细胞 瘤 , 贝 利 尼 导管 况 , 友 脏 透 明细 胞 肉瘤 ,中 胚层 明 瘤 , 威 尔 姆 
斯 氏 有 和 肿瘤, 混合 上 皮 间 质 肿 瘤 和 肾 更 移行 细胞 癌 。 在 另外 的 实施 方案 中 , 基于 细胞 的 划 选 是 
用 于 肾炎 ,包括 明 小 球 性 肾炎 , 间 质 性 肾炎 或 骨 小 管 间 质 性 肾炎 Ве A A ,狼疮 性 肾炎 和 
运动 性 肾炎 。 在 另外 的 实施 方案 中 ,基于 细胞 的 筛选 用 于 高 血压 。 在 进一步 的 实施 方案 中 ， 
基于 细胞 的 第 选用 于 糖尿 病 ,I 型 TI 型 和 MODY ,在 另外 的 实施 方案 中 ,基于 细胞 的 筛选 用 于 
肾病 ,包括 IgA 肾 病 、 镇 痛 药 性 肾病 (analgesic nephropathy) 或 肿瘤 肾病 
(onconephropathy) ,在 一 些 实施 方案 中 ,基于 细胞 的 往 选 用 于 多 训 肾 病 或 黄 嗓 叭 氧化 酶 缺 
陷 。 在 其 他 实施 方案 中 , 肾 小 管 和 阵列 用 于 研究 冶 症 起 始 、 进 展 或 转移 ,在 另外 的 实施 方案 
中 , 肾 小 管 和 阵列 用 于 研究 其 他 细胞 类 型 ,例如 瘤 细胞 病原 体 携带 细胞 、 致 病 细胞 免疫 细 
胞 、 血 源 细 胞 或 干 / 祖 细 胞 的 相互 作用 。 

[0096] ”在 一 些 实施 方案 中 ,其 构建 体 或 其 阵列 用 于 评估 包括 抗体 哺乳 动物 细胞 H E 
生物 活性 和 蛋白质、 激素 等 生物 制品 的 性 能 ,在 其 他 实施 方案 中 , 肾 小 管 或 其 阵列 可 用 于 研究 
包含 构建 体 和 一 种 或 多 种 另外 的 细胞 类 型 的 哺乳 动物 肾 小 管 之 间 的 细胞 -细胞 和 细胞 -组 
织 相互 作用 ,所 述 另 外 的 细胞 类 型 包括 但 不 限于 病原 体 携 带 细 胞 . 活 的 致 病 细 胞 、 癌 细胞 、 
免疫 细胞 、 血 细胞 \ 干 / 祖 细胞 或 遗传 操纵 细胞 。 

[0097] ”在 一 些 实施 方案 中 ,阵列 包括 肾 小 管 和 男 外 的 组 织 构建 体 。 在 另外 的 实施 方案 中 ， 
肾 小 管 构 建 体 与 一 个 或 多 个 表面 上 的 另外 的 组 织 构建 体 直 接 接触 ,在 另外 的 实施 方案 中 ， 
肾 小 管 经 由 流 路 或 共同 的 储 液 器 连接 到 一 个 或 多 个 另外 的 组 织 构建 体 或 细胞 ,还 在 另外 的 
实施 方案 中 , 与 工程 化 的 肾 小 管 构建 体 接触 的 液体 培养 基 含 有 活 的 哺乳 动物 细胞 ,例如 免 
疫 细胞 、 血 源 细 胞 或 肿瘤 来 源 的 细胞 .在 其 它 实施 方案 中 ,接触 肾 小 管 的 液体 培养 基 含 有 细 
菌 、 真 菌 、 病 毒 、 寄生 虫 或 其 它 病 原 体 。 

[0098] ”本 公开 包括 商业 方法 .在 一 些 实施 方案 中 ,本文 公开 的 技术 和 方法 的 速度 和 可 扩 
展 性 用 于 设计 、 构 建 和 操作 用 于 生产 用 于 移植 或 用 于 生成 基于 细胞 的 工具 的 凤 小 管 和 /或 
器 官 的 工业 和 /或 商业 设施 用 于 研究 和 开发 ,如 体外 测定 ,在 另外 的 实施 方案 中 , 肾 小 管 和 / 
或 其 器 官 及 其 阵列 生产 、 储 存 、 分 布 、 销 售 、 广 告 和 出 售 为 例如 用 于 生物 测定 和 高 通 量 药 物 
ЙИН ИШЕ УП (例如 微 阵列 或 蕊 片 ) 、 组 织 阵列 (例如 , 微 阵列 或 芯片 ) 和 试剂 盒 。 在 其 它 实 
施 方案 中 ,制备 并 利用 工程 化 的 肾 小 管 和 /或 其 器 官 和 阵列 进行 生物 测定 和 /或 药物 筛选 作 
为 服务 。 
[0099] 验证 
[0100] ”理想 的 工程 肾 组 织 完全 是 人 和 多 细胞 的 ,包括 肾 小 管 上 皮 细 胞 、. 骨 间 质 成 纤维 细 
胞 和 内 皮 细 胞 。 此 外 ,理想 的 工程 化 肾 组 织 显 示 出 特定 功能 ,包括 但 不 限于 CYP1A2、CYP2C9 
和 CYP3A4 活 性 , 白 蛋 白 转运 ,和 维生素 0 羟基 化 , y - 谷 氨 酰 转移 酶 活性 ,此 外 ,理想 的 工程 化 
肾脏 组 织 的 特征 在 于 紧密 连接 , 钙 精 蛋白 ,转运 蛋白 极 性 和 CD31 表 达 , 并 通过 包括 白 和 蛋白 转 
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运 ,CYP450 活 性 ,组 织 学 和 活力 等 特异 
模型 与 维持 在 培养 物 中 长 于 1、.2、3、4、.5、.6.7、.8.9、10 或 更 多 天 的 2D 志 
相 比 ,显示 了 特定 功能 增 
于 1、2、3、4、5、6、7、8、9、10 或 更 多 天 的 2D# 


说 HH + 
:性 测定 来 验证 


20/23 页 


.在 一 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 肾 小 管 
培养 物 或 组 织 外 植 体 


功能 


示 出 2 倍 以 上 
长 于 21 天 以 上 
施 方 案 中 ,特定 功 


化 。 
[0101] 


构 和 功能 


[0102] 


je ЖЕ (顶端 :0AT4 ,URAT1) 和 整合 素 ERIMI AIER 
全 在 小 管 细胞 层 和 下 面 的 间 


[0103] 
[0104] 
[0105] 


兽 加 的 特定 功能 
[]2р:Я 


兽 加 。 在 一 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 肾 小 管 模型 与 维持 在 培养 物 中 长 


er 


培养 物 或 组 织 外 植 体 相 比 ,显示 2 倍增 加 的 特定 


,在 一 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 肾 小 管 模型 与 维持 在 培养 物 中 长 于 1、2、3、4、5、6、7、8、 
9、10 或 更 多 天 的 2D 共 培养 物 或 
中 ,本 公开 的 肾 小 管 模型 与 维持 


昌 织 外 植 体 相 比 ,显示 5 倍增 加 的 特定 功能 ,在 一 些 实施 方案 
在 培养 物 中 长 于 21 天 以 上 的 2D 共 培养 物 或 组 织 外 植 体 相 


ХЕ. 
培养 物 或 组 织 外 植 体 相 比 ,显示 出 5 倍 以 上 增加 的 特定 功能 ,在 
肯 小 管 模 型 与 维持 在 培养 物 中 长 于 27 天 以 上 的 培养 物 相 比 , 显 


比 ,显示 出 2 倍 以 上 增加 的 特 员 
养 物 中 长 于 27 天 以 上 的 2D 共 
一 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 时 


功能 。 在 一 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 明 小 管 模 型 与 维持 在 培 


ВЕ ү - 


在 一 些 实施 方案 中 ,本 文 所 述 的 工程 化 的 组 
盟 性 ,包括 组 织 学 


培养 物 或 组 织 外 植 体 相 比 ,显示 出 5 倍 以 上 增加 的 特定 功 和 
谷 氮 酰 转移 酶 活性 .在 某 些 实施 方案 中 ,特定 功能 是 维生素 D 羟 基 


,在 一 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 肾 小 管 模型 与 维持 在 培养 物 中 
É ,在 某 些 实 


织 具 


=Z 


有 与 体内 人 肾 组 织 相关 的 关键 结 


КМ 


正和 肾 小 管 特异 性 功能 ,包括 但 不 限于 : 


全 昌 小 管 上 皮 细 胞 的 极 化 w/ 细 胞 内 紧密 连接 人 -Cad,Z0-1 和 密 和 蛋白) 的 形成 和 转 


ФТ] 


ИНСАН РЧ ХЕ Бл o 


@ ЕА, G ha Елее Ж А (сиБі Тіп, тева1іп, 29 


质 之 间 形 成 基底 层 。 


质 内 建立 广泛 的 微血管 网 络 ,包括 形成 组 织 样 小 管 细胞 :微血管 空间 关系 。 


pasa 
rH 


H) „ОАТ, URAT) , 血管 标志 物 (CD31,vWF) ,证 实 EP0 蛋 白 产生 (如 适用 ) 。 
全 通过 25- (ОН) 1 羟 化 酶 (10Hase) 的 维生素 D 合 成 。 


[0106] 
[0107] 
[0108] 
[0109] 
[0110] 
[0111] 
[0112] 


[0113] 
[0114] 


膜 上 (图 


Ф” 


血管 紧张 素 II。 


eri 


白 从 管状 腔 经 


由 cubilin 主 动 转运 。 


Өр 


蔡 丁 自 基 | 


多 外 侧 表 面 的 运输 /积累 。 


图 参与 代谢 的 CYP450 和 UGT 表 达 (例如 分 别 为 CYP2B6 ,3A5 ,4A11 和 UGT1A9 ,2B7) 。 


实施 例 


以 下 说 明 性 示 
味 着 以 任何 方式 进行 限制 。 


实施 例 


== 


1- 生 物 打印 的 三 


列 是 本 文 所 述 的 软件 应 用 、 系 统 和 方法 的 实施 方案 的 代表 ,并 不 意 


维 肾 小 管 细胞 模型 


将 尺寸 为 3mm X 3mmX0.75mm 的 3 层 杯 形状 打印 在 12 孔 组 织 培养 板 中 的 Transwell 


2A 和 2B) 。 底 片 和 两 层 化 的 壁 由 75%% 的 成 年 骨 成 纤维 细胞 (aRF) 和 25% 的 人 及 前 


脉 


内 皮 细 胞 (HUVEC) 组 成 .在 Novogel®@2.0 中 将 细胞 以 1.5 亿 细胞 /ml 重 悬 ,在 2% 明 胶 (“ 结 构 
1”) 中 ,以 1-5 百 万 个 细胞 /ml 的 100% 上 皮 细 胞 (МОСК) 的 稀释 悬浮 液 填充 杯子 。 紧 接着 生物 


打印 后 ,将 结构 用 熔融 的 Novogel@1.0 包 围 , 然 后 在 肾 成 纤维 细胞 培养 基 、HUVEC 培 养 


MDCK 培 养 基 的 混合 物 中 培养 。 


[0115] 


通过 组 


织 学 


基 和 


染色 对 细胞 类 型 特异 性 标志 物 进行 结构 1 的 评估 。 结 构 1 的 代表 性 H&E 
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染色 如 图 3A 和 3B 所 示 。 针 对 CD31 410 和 TE7 420 进 行 构 建 体 染 色 , 以 分 别 评估 HUVEC 细 胞 和 
成 纤维 细胞 的 相对 位 置 (图 4) ,两 种 细胞 类 型 分 布 在 整个 间 质 层 中 ,其 表现 出 高 细胞 密度 。 
在 所 有 分 析 的 构建 体 中 发 现 了 CD31+ 细 胞 的 粗 网 络 ,其 中 一 些 区 域 可 能 表现 出 微血管 形成 
的 证 据 (图 4,430) .为 了 可 视 化 上 皮 细 胞 ,将 组 织 用 抗 E- 钙 粘 和 蛋白 的 抗体 (图 5,540) 和 TE7 
(图 5,520) 染色 .上 皮 细 胞 集中 在 间 质 层 附 近 并 形成 小 管 样 结构 。 该 结构 具有 与 人 类 肾 近 端 
小 管 模型 相关 的 许多 有 吸引 力 的 特征 ,包括 支持 极 化 上 皮 细 胞 生长 和 组 织 的 血管 化 间 质 
层 。 

[0116] ”实施 例 2- 生 物 打印 的 三 维 肾 小 管 细胞 模型 

[0117] “将 尺寸 为 3mmX3mmX250um 的 片 材 生物 打印 在 12 孔 板 中 的 Transwel11 膜 上 。 组 织 片 
由 75%% 成 年 肾 成 纤维 细胞 和 25%HUVEC 组 成 ,所 述 细胞 在 Novogel@2.0 中 以 1.5 亿 个 细胞 / 
m] 重 悬 。 片 材 的 边缘 由 500um 厚 的 由 Novogel@ 四 3 .0 组 成 的 生物 打印 的 仅 含水 凝 胶 的 壁 界 
定 。 在 紧 接 着 生物 打印 之 后 ,边界 壁 用 50mM 氧 化 钙 交 联 2 分 钟 。 然 后 吸出 该 溶液 ,并 用 熔融 的 
Novogel®1.0. 包 围 构 建 体 ,然后 使 用 设置 为 100ms 阀 开 时 间 的 喷 墨 模块 (“结构 2”) 通过 沉 
积 将 上 皮 细 胞 (MDCK 或 hTERT-RPTEO) 的 1 百 万 个 细胞 血 1 的 稀释 悬 译 液 加 入 到 结构 的 顶部 表 
面 .图 6A 和 6B 中 示 出 了 结构 2 的 示意 图 。 喷 墨 模块 的 使 用 允许 在 打印 之 后 立即 沉积 上 皮 细 
胞 ,或 者 可 以 在 沉积 上 皮 细 胞 之 前 将 间 质 组 织 打 印 并 成 熟 数 天 ,促进 形成 微血管 和 细胞 外 
基质 ,这 可 有 助 于 支持 上 皮 细 胞 的 正确 形态 。 

[0118] ”通过 组 织 学 染色 细胞 类 型 特异 性 标志 物 进行 结构 2 的 评估 。 结 构 2 的 代表 性 H&E 染 
色 示 于 图 7A 和 7B。 组 织 表 现 出 高 细胞 密度 ,并 且 可 以 观察 到 上 皮 细 胞 薄 层 (图 7A 和 7B 中 的 黑 
ETA) 。 令 人 惊奇 的 是 , 喷 墨 模块 促进 上 皮 细 胞 附着 到 间 质 层 的 表面 并 导致 组 织 表 面 上 的 
细胞 密度 低 得 多 ,这 是 形成 极 化 单 层 所 必需 的 。 喷 墨 喷涂 后 ,细胞 保留 高 活力 :如 通过 台 盼 
蓝 排 除法 所 测量 的 ,MDCK 细 胞 大 于 97% ,hTERT-RPTEC 细 胞 大 于 94% 。 通 过 CD31 染 色 810 检 测 
到 微血管 组 织 的 证 据 , 并 通过 E- 钙 粘 蛋 白 染 色 840 验 证 了 上 皮 细 胞 的 组 织 (图 8A 和 8B) 。 
[0119] ”实施 例 3- 生 物 打印 的 三 维 肾 小 管 细胞 模型 
[0120] ”为 了 减少 间 质 层 的 厚度 和 细胞 性 ,细胞 比例 变 为 50%% 成 纤维 细胞 /50%HUVEC , 细 
胞 浓度 为 1.25X10 个 细胞 /mL。 肾 近 端 小 管 模型 的 间 质 层 由 Novogel@2.0 中 的 肾 成 纤维 
细胞 和 HUVEC 组 成 ,在 该 实施 例 中 产生 的 构建 体 显 示 出 表现 出 极 化 特征 的 3D 肾 组 织 中 的 
端 小 管 上 皮 细 胞 (RPTEC) 。 RPTEC 之 间 的 侧 膜 上 的 BE- 钙 烙 蛋白 ( 亮 染色 和 940) 对 应 于 紧密 
接 (图 9A,B 和 0) 。 此 外 ,对 应 于 间 质 层 的 基底 膜 产 生 胶 原 和 蛋白 (图 9A 和 B;920) 。 显 示 H&E 染 
(图 10A) ,并 标识 刷 状 缘 (图 11A, 箭头 ) 。 三 色 染 色 表 明胶 原 分 泌 (图 10B 和 11B ,箭头 ) ,CD31 
(图 12 , 亮 染色 ) 染色 显示 HUVEC 网 络 的 存在 (图 12, 星 号 ) ,生物 打印 组 织 显 示 了 在 培养 中 随 
时 间 增 加 的 Y - 谷 氨 酰 转 移 酶 (ССТ) 活性 ,其 指示 功能 上 皮层 (图 13) .为 了 评估 3D 生 物 打印 
小 管 模型 的 上 皮 组 分 的 成 熟 度 和 功能 ,将 组 织 匀 浆 并 测定 Y 谷 氮 酰 转移 酶 (G6T) 活性 ,GGT 
是 上 皮 细 胞 的 顶端 表面 上 表达 的 酶 ,参与 谷 腾 甘 肘 稳 态 和 异 生 物质 代谢 。 作 为 阳性 对 照 , 评 
估 在 2D 中 作为 单 层 培 养 的 hTERT-RPTEC 细 胞 。 作 为 阴性 对 照 ,还 测定 了 没有 上 皮 的 生物 打印 
肾 间 质 组 织 , 以 验证 检测 到 的 GGT 活 性 是 上 皮特 异性 的 。 在 培养 第 3、10、14、21 或 28 天 时 ,将 
2D hTERT-RPTEC、3D 间 质 组 织 或 3D 生 物 打印 的 小 管 组 织 勾 浆 并 使 用 可 从 Sigma-Aldrich 获 
得 的 比 色 测 定 法 评估 功能 性 6GT 酶 活性 ,生物 打印 的 小 管 组 织 从 培养 第 10-28 天 显示 出 稳定 


EN 
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的 GGT 活 性 ,在 生物 打印 的 仅 间 


说 明 书 


质 性 组 织 中 检测 
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到 可 忽略 的 GGT 活 性 .2D hTERT-RPTEC 单 层 


培养 物 显 示 出 与 3D 生 物 打印 小 管 组 织 中 观察 到 的 相对 相当 的 GGT 活 性 ,但 2D 单 层 在 第 21 天 


显示 出 降低 的 功能 , 并 且 在 第 
实施 例 4- 以 不 同比 例 的 肾 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 生物 打印 的 三 维 肾 小 管 模型 
细胞 比例 对 组 织 形态 


[0121] 
[0122] 


进行 实验 以 确定 


成 纤维 细胞 对 内 皮 


和 28 天 不 可 存活 。 


的 影响 。 使 用 以 90:10; 


75:25; 和 50:50 (成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 ) 的 比例 包含 肾 成 纤维 细胞 和 HUVEC 细 胞 的 生物 夺 


生物 打印 骨 小 管 模 型 。 图 


观 视图 ;而 图 


14 和 15 显 示 了 该 实验 的 结果 。 医 
15 显 示 了 用 Masson 三 色 染 色 的 相应 组 织 学 ,在 打印 后 6 天 ,包含 50:50 比 
小 管 模型 基本 上 是 平面 或 平坦 的 (Р 


14C 和 15C) 。 


15B) 打印 的 骨 小 管 模型 在 打印 后 6 天 表现 出 卷曲 。 


[0123] ”实施 例 5- 三 维 肾 小 管 模型 的 均匀 厚度 
[0124] ”进行 实验 以 确定 崩 
到 12 和 孔 板 的 孔 中 (Ё 


以 90:10 (图 


14 显 示 了 打印 的 肾 小 管 模型 的 宏 
例 的 肾 
14B 和 


14A 和 15A) 和 72:25 (BI 


小 管 模型 的 厚度 的 均匀 性 和 表面 拓扑 。 将 肾 小 管 模型 生物 打印 
16A) ,并 使 用 Keyence 技 术 进 行 分 析 (图 


16B) 。 将 生物 打印 的 肾 


У 


小 管 模型 


培养 14 天 ,并 使 用 Keyence VHX-700 数 字 显 微 镜 分 析 其 表面 积 和 厚度 .Novogel 3.0 边 缘 内 
的 区 域 ( 兄 实施 例 3) 估计 为 0.068cm .跨越 边缘 内 的 组 织 ,发 现 平 均 厚 度 约 为 106.8um, 厚 度 


相对 均匀 度 如 示 出 的 热 图 


并 且 促进 组 织 表面 的 映射 两 个 不 连续 
,大 约 为 20um 厚 。 该 构建 体 平均 100um 厚 。 依 据 小 凹陷 ,数据 显示 


AS 
пу 


为 非常 薄 的 “四 


Fë (dimple)” 


出 高 度 均匀 、 平 坦 和 平滑 的 表面 形态 


的 区 域 处 于 热 图 


所 示 ( 极 薄 区 域 为 1650) 。 将 组 织 用 甲 基 蓝 染色 以 增加 颜色 对 比 度 


1650 的 蓝 色 范围 内 ,表明 这 些 区 域 


[0125] 实施 例 6- 用 不 同 浓度 的 原 代 肾 上 皮 细 胞 制备 的 三 维 肾 小 管 模型 

[0126] ”将 包含 50:50 比 例 的 成 纤维 细胞 与 内 皮 细 胞 的 间 质 层 生 物 打印 到 24 孔 板 的 每 个 孔 
от 
х 10° (图 17A 和 B)、2.5X10? (图 170) 或 5.0X10 (图 17D) 个 RPTEC 细 胞 一 起 孵育 .组 织 学 在 第 

11 天 进行 并 H&E 染 色 。 

[0127] ”实施 例 7- 使 用 肾 小 管 模型 的 毒性 测定 

[0128] ”为 了 确定 肾 小 管 模 型 在 体外 毒性 测定 中 的 适用 性 ,使 用 常见 的 细胞 毒性 剂 两 性 霉 
素 B、 顺 铂 和 TGFB 进 行 实验 (图 18- 图 23) ,根据 前 述 实施 例 的 方法 打印 肾 小 管 模型 。 


[0129] 图 


显示 剂量 依赖 性 细胞 


[0130] 


18 显 示 了 通过 alamarBlue 测 定 在 包含 


RF 


性 。 


Пресса 


剂量 


示 响 应 于 AmpB 处 到 


3D 肾 小 管 模型 显示 AmpB 对 上 皮 细 胞 功能 
浓度 的 AmpB 处 到 


P 


ERDI 


组 织 学 ,其 示 出 
异性 细胞 死亡 。 
[0131] 


3D 肾 小 管 模型 显 
AlamarBlue 测 定 在 3D 肾 管 模型 中 增加 的 细胞 有 


的 GGT 活 性 的 剂量 依赖 性 降低 。 图 
与 未 处 理 的 对 照相 比 (Ё 


RIRA X Е 


司 质 组 织 和 上 皮 组 织 层 的 生物 打印 的 3D 


肾 小 管 模型 中 (圆圈) .hTERT RPTEC 的 标准 2D 共 培养 物 (正方 形 ) 中 ;和 单独 的 间 质 组 织 (三 
ЯЖ) 中 的 两 性 霉 素 B (AmpB) 毒 


性 .单独 的 间 质 组 织 对 AmpB 处 理 具 有 抗 性 ,而 3D 肾 小 管 模型 


ЖБ 


上 .图 19A 显 示 作为 来 自用 不 同 


管 模 型 的 细胞 毒性 指标 的 乳酸 脱氧 酶 (LDH) 释放 的 时 间 过 程 。 低 
的 AnpB 导 致 在 第 3 天 LDH 释 放 升 高 ,而 高 剂量 导致 在 第 


区 1 天 释放 高 水 平 的 AmpB。 图 19B 显 


20122 7 ЖА 


19B 的 3D 肾 小 管 模 型 的 


20A) ,10uM (FE 


细胞 功能 


20B) 和 50bM (图 


9 剂量 依赖 性 抑制 。 


20C) 的 AmpB 的 上 皮特 


妈 21A 显 示 通 过 


=Ë 


性 ,图 
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21B 显 示 GGT 活 性 


的 剂量 依赖 性 降低 。 
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图 21C 显 示 在 第 3 天 用 50bM 顺 钼 处 理 的 肾 小 管 模型 和 在 第 5 天 用 10uM 顺 铂 处 理 的 肾 小 管 模型 
的 LDH 释 放 增 加 .图 22 显 示 用 载体 (图 22A) 、10uM 顺 铂 (图 22B) 、50nM 顺 铂 (图 22C) 和 50ng/mL 
TGFP (图 22D) 处 理 的 肾 小 管 模型 的 Masson 三 色 染 色 。 特 别 是 ,用 TGFP 处 理 显 示 纤 维 化 增加 而 
没有 顺 铂 处 理 组 织 的 明显 细胞 死亡 。 
[0132] ”图 23 显 示 了 汇集 自 比 较 包含 原 代 细 胞 (070615-RPTEO) 的 上 皮层 与 包含 永生 化 细 
胞 系 (hTERT-RPTEC) 的 上 皮层 的 作用 的 实验 的 数据 ,通过 alamarBlue 测 定 (图 23A) „ССТ 
(图 23B) 和 LDH 释 放 (图 230) ,两 种 类 型 的 细胞 表现 出 用 顺 铂 处 理 后 的 毒性 剂量 依赖 性 增加 。 
值得 注意 的 是 , 原 代 细胞 在 GGT 测 定 中 显示 对 顺 铂 的 敏感 性 增加 。 

[0133] “实施 例 8- 打 印 表面 对 组 织 形 态 的 影响 

[0134] ”实施 例 8 描述 了 仅 用 水 凝 胶 边缘 Novogel 3.0 生 成 的 生物 打印 小 管 组 织 ; 当 使 用 
0.4nm 孔 径 的 transwell 插 入 物 作 为 培养 表面 时 ,需要 该 边缘 或 Novogel 1.0% (moat) 以 促 
进 组 织 附着 到 transwell 膜 ,在 不 同 的 表面 上 制备 50:50 肾 成 纤维 细胞 比 HUVEC 的 小 管 模型 
的 生物 打印 肾 间 质 部 分 ,并 评估 其 与 transwell 膜 的 附着 ,图 24A 显 示 生 物 打印 组 织 在 没有 
边缘 或 第 的 情况 下 在 培养 3 天 后 漂浮 .为 了 评估 完整 的 屏障 和 转运 重 白 功能 ,需要 履 盖 整个 
培养 物 表面 的 组 织 。 为 了 促进 生物 打印 的 小 管 组 织 的 附着 和 长 出 (outgrowth) 并 且 改 善 生 
物 打 印 小 管 模型 的 表面 积 覆 盖 率 ,期 望 使 用 在 没有 边缘 或 甫 的 情况 下 激励 组 织 附着 的 培养 
表面 。 如 图 24B 所 示 , 优选 实 施 方案 的 生物 打印 肾 间 质 组 织 (50:50 肾 成 纤维 细胞 比 HUVEO) 在 
没有 任何 秘 或 水 凝 胶 边缘 的 情况 下 在 lum 孔径 的 膜 上 附着 和 铺展 。 

[0135] ”实施 例 9- 培 养 中 肾 小 管 模型 的 长 期 活力 

[0136] ”本 公开 的 3D 肾 小 管 模型 的 一 个 优点 是 在 培养 中 是 持续 存活 的 ,在 许多 情况 下 , 活 
力 比 正常 的 2D 培 养 物 或 组 织 外 植 体 的 活力 持续 长 得 多 的 时 间 。 图 25 显 示 在 培养 6 天 (图 
25А) 、10 天 (图 25B) 和 27 天 (图 250) 的 3D 肾 小 管 模型 。 

[0137] 虽然 本 文 已 经 示 出 和 描述 了 本 发 明 的 优选 实施 方案 ,但 是 对 于 本 领域 技术 人 员 显 
而 易 见 的 是 ,这 些 实施 方案 仅 以 示例 的 方式 提供 ,在 不 脱离 本 发 明 的 情况 下 ,本 领域 技术 人 
员 将 会 想到 许多 变化 、 更 改 和 替换 。 应 当 理解 的 是 ,本 文 所 述 的 本 发 明 的 实施 方案 的 各 种 替 
代 方 案 可 用 于 实施 本 发 明 。 
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多 孔 板 的 孔 


| 间 质 层 包含 三 面 上 皮层 
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图 8B 
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图 11A 


图 11B 
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图 15A 
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图 15C 
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图 16B 
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3D 生 物 打 印 的 肾 组 织 
编译 的 LDH 释 放 


æ k (1% DMSO) 
“®- 0.4 UM ampB 
10 | w 2 uM ampB 
学 10 uM ampB 
м, m s 50 uM am pB 


LDH 活 性 倍数 
(相对 于 载体 对 照 ) 
ANNA — Aa 


处 理 天 数 
图 19A 


3D 生 物 打 印 的 hTERT-RPTEC 


GGT 活 性 倍数 
(相对 于 载体 对 照 ) 
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图 19B 
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相对 于 对 照 的 GGT 活 性 倍数 


图 21B 
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图 22C 
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相对 于 对 照 的 GGT 活 性 倍数 


7 天 处 理 后 的 alamarBlue 


图 22D 
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LyM MIH :SDHYRERTRPYEC 
им ШИП :3DNMTERI КРТЕС 
SODE 顺 铂 :3UTEGRI RPTEC 
+30 ng l. TOFB: 3D ТЕНТҮ КРТЕС 

х: 3D JERR RPTEC 070615 
рм МИЙ :3D 原 代 RPTECZ 070615 
Oui ШИП :3D 原 代 ҢРТЕСОТОЫ: 
хоим ШИП :3D 原 代 RPTECD?061 
“50 лт. TOFS: 3D 原 代 RPTREC 9706 
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